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Les neurones dopaminergiques de la substance noire (SNc) sont les plus vulnérables à 
la dégénérescence dans la maladie de Parkinson et ses modèles animaux. Suite à des travaux 
antérieurs et à des résultats préliminaires du laboratoire Trudeau, notre hypothèse actuelle 
suggère que la très grande taille de l'arborisation axonale des neurones de la SNc soit un facteur 
clé à l'origine de leur vulnérabilité, puisque cet état devrait être associé à un taux élevé de 
phosphorylation oxydative et de production de radicaux libres. En accord avec cette hypothèse, 
les autres populations dopaminergiques, dotées d'arborisations de moindre taille,  résistent 
mieux aux lésions expérimentales et à la maladie chez l'humain. L'objectif du présent projet était 
de développer un modèle murin dans lequel les neurones de la SNc présentent une taille 
d'arborisation axonale plus grande, se rapprochant davantage de celle observée chez l'humain et 
en reproduisant la vulnérabilité, ce qui pourrait représenter une percée importante dans 
l'identification de nouvelles approches thérapeutiques. Basée sur le bourgeonnement axonal 
compensatoire des neurones dopaminergiques suite à des lésions partielles, la méthode utilisée 
fut l'injection unilatérale intranigrale de la toxine 6-hydroxydopamine (6-OHDA) à quelques 
jours de vie (P5), en visant l'élimination de 50% des neurones de la SNc. Un immunomarquage 
contre la tyrosine hydroxylase (TH), enzyme de synthèse de la dopamine, ainsi qu'une 
quantification du signal TH dans le striatum et des comptes neuronaux stéréologiques ont permis 
de quantifier la lésion partielle et de mettre en évidence la présence d'une croissance axonale 
compensatoire des neurones dopaminergiques survivants, à 10 et 90 jours post-lésion, suggérant 
une compensation précoce. Afin de mettre en évidence l'origine du bourgeonnement axonal, 
nous avons injecté un vecteur viral de type AAV encodant une protéine fluorescente (EYFP) 
dans la SNc ou la VTA des animaux adultes. Nos résultats confirment la présence de neurones 
nigrostriés à plus grande arborisation suivant une lésion unilatérale précoce à la 6-OHDA, dont 
la vulnérabilité accrue pourra être évaluée dans des expériences à venir par des protocoles 
lésionnels au MPTP, une toxine permettant de modéliser la maladie de Parkinson chez la souris. 
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Dopaminergic neurons of the substantia nigra (SNc) are amongst the most vulnerable to 
neurodegeneration in Parkinson's disease and its animal models. According to previous work 
and preliminary results in our laboratory, our present hypothesis postulates that the large axonal 
arborisation size of SNc neurons is a key driving factor in their vulnerability, since this 
characteristic is associated with increased oxidative phosphorylation levels and free radicals 
production. In agreement with this hypothesis, other dopaminergic populations with smaller 
axonal arbors better resist to experimental lesions and to the disease process in humans. The 
current project aims to develop a mouse model in which SNc neurons present an axonal 
arborisation of increased size, closer to what is encountered in humans, thus reproducing their 
vulnerability, which could represent an important breakthrough in the identification of new 
therapeutic approaches. Based on compensatory axonal sprouting of dopaminergic neurons 
following partial lesions, the method used was the unilateral intranigral injection of the toxin 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) at an early age (P5), to induce the loss of approximately  50% of 
SNc neurons. Immunostaining against tyrosine hydroxylase (TH), an enzyme required for the 
synthesis of dopamine, TH signal quantification in the striatum and stereological counting of 
neurons allowed for the quantification of the partial lesion and demonstrated compensatory 
axonal sprouting at 10 and 90 days post-lesion, with our results suggesting an early 
compensation. To better characterize the origin of axonal sprouting, we injected an AAV viral 
vector encoding a fluorescent protein (EYFP) in either the SNc or the VTA of adult animals. 
Our results confirm the presence of nigrostriatal neurons with increased arborisation sizes 
following early unilateral lesion using 6-OHDA, whose increased vulnerability will be 
evaluated in future experiments through lesion protocols using MPTP, a toxin used to model 
Parkinson's disease in mice. 
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« Even when the work of a genius is subjected to critical analysis and no errors are found, it is 
important to realize that everything he has discovered in a particular field is almost nothing in 
comparison with what remains to be discovered. » 
Santiago Ramón y Cajal 
Traduit de Reglas y Consejos sobre Investigación 
Cientifica: Los tónicos de la voluntad, 1916  
 
S'adressant aux jeunes chercheurs de son époque, Cajal trouvait les mots justes pour 
évoquer non seulement l'histoire, mais aussi le futur des neurosciences: plusieurs génies se sont 
succédé avant et après lui sans que cette pensée ne perde de sa justesse. Au fil des dernières 
années, les neurosciences ont connu une série de révolutions, ouvrant la voie à de larges horizons 
de recherches fondamentales et cliniques. La neuroimmunologie, la neuropharmacologie, la 
neurooncologie, la neuroréabilitation, les interfaces neuro-computationnels, les maladies 
psychiatriques et les maladies neurodéveloppementales sont autant de champs appelés à 
connaître des avancements menant, à terme, à des bénéfices importants au niveau de la santé 
des populations. Un défi qui demeure pourtant l’un des plus criants sera de mieux comprendre 
les maladies neurodégénératives pour mieux y faire face, car la population humaine en sera de 
plus en plus atteinte. Parmi ces maladies, la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer 
sont sans doute les plus connues, et sont à l’heure actuelle et depuis bon nombre d’années déjà 
le sujet d’efforts et d’investissements massifs pour en comprendre les causes et y trouver des 
traitements. Pourtant, la médecine reste encore aujourd’hui relativement impuissante face à leur 
progression, malgré les ressources consacrées à en élucider l'étiologie. L'ambition d'un jour 






 La maladie de Parkinson est la seconde maladie neurodégénérative en importance après 
la maladie d’Alzheimer, et sa prévalence devrait fortement augmenter dans les prochaines 
décennies en parallèle au vieillissement de la population (Kowal, Dall, Chakrabarti, Storm, & 
Jain, 2013). Bien que plusieurs mutations aient à ce jour été identifiés comme prédisposant 
directement à la maladie, environ 90% des cas sont considérés sporadiques (Lau & Breteler, 
2006), et leur étiologie exacte est encore mal comprise. De plus, la maladie est détectée 
tardivement, puisque les symptômes moteurs, les plus manifestes, n’apparaissent souvent 
qu’après la disparition de 70 à 80% des neurones de la substance noire (SN) (Greenbaum et al., 
2013).  Bien que plusieurs traitements pharmacologiques et chirurgicaux existent pour diminuer 
ou retarder les symptômes, aucun ne permet de renverser ou d’arrêter cette mort neuronale. Une 
meilleure compréhension de la physiopathologie de la maladie de Parkinson est cruciale pour 
espérer d’une part dépister la maladie plus tôt, et d’autre part pour développer des traitements 
permettant d’en freiner l’évolution avant que les symptômes n’apparaissent.  
 
De nombreux modèles animaux, tant chez les primates que chez le rat et la souris, ont 
permis d’élucider certains aspects de la maladie en se basant sur une lésion de la voie nigrostriée  
en utilisant diverses neurotoxines, la roténone, le paraquat, le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) et la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) étant les plus fréquemment 
utilisées (Prou & Przedborski, 2005). Les études lésionnelles, en plus de modéliser l’étiologie 
de certains symptômes, permettent de mieux comprendre le rôle des mécanismes de 
compensation dans la maladie chez l’homme. En effet, plusieurs changements surviennent tant 
chez le parkinsonien que chez l’animal subissant une lésion des neurones de la SN, dont 
l’induction d’une hypersensibilité striatale médiée par la surexpression des récepteurs 
postsynaptiques D2, la diminution de l’expression du transporteur de la dopamine (DAT) chez 
les neurones dopaminergiques, l’augmentation de la synthèse de dopamine (DA) par les 
neurones survivants, et le changement de phénotype d’une sous-population de neurones GABA 
du striatum qui se mettent à exprimer la tyrosine hydroxylase (TH), enzyme impliquée dans la 
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voie de synthèse de la DA (Greenbaum et al., 2013; Huot, Lévesque, & Parent, 2007). Par 
ailleurs, d’un point de vue structurel, les neurones dopaminergiques de la SN, qui projettent de 
façon diffuse à travers le striatum, vont, s’ils sont réduits en nombre, augmenter de façon 
compensatoire le nombre et la grosseur de leurs vésicules synaptiques, ainsi que multiplier les 
embranchements et collatéralisations de leur arborisation axonale (Finkelstein et al., 2000; 
Parent and Parent, 2006). Ce dernier mécanisme comporte des implications non-négligeables 
quant au métabolisme de ces neurones, dont l’équilibre est déjà très précaire, puisqu’une 
augmentation de l’arborisation axonale et du nombre de ses terminaisons augmente 
exponentiellement le coût bioénergétique du maintien de la machinerie cellulaire ainsi que du 
contrôle des taux de calcium, de DA et de radicaux libres cytoplasmiques  (Bolam & Pissadaki, 
2012; Pissadaki & Bolam, 2013; Surmeier, 2007).  La sensibilité des neurones DA de la 
substantia nigra pars compacta (SNc) à la dysfonction mitochondriale, couplée au 
bourgeonnement compensatoire des neurones survivants, mène à l’hypothèse que cette 
compensation pourrait paradoxalement perpétuer la mort de cette population neuronale (Bolam 
& Pissadaki, 2012; M Parent & Parent, 2006). Par ailleurs, l’arborisation axonale des neurones 
de la SNc, en plus d’être beaucoup plus ramifiée et étendue que celles de la plupart des autres 
types de neurones, est environ dix fois plus volumineuse et effectue dix fois plus de synapses 
chez l’homme que chez le rat (Pissadaki & Bolam, 2013), ce qui pourrait expliquer en partie 
pourquoi la maladie est exclusive à l’humain. 
 
L’objectif du présent projet était de contribuer au développement d’un modèle murin 
dans lequel l’arborisation axonale des neurones DA de la SNc est fortement augmentée par 
rapport à l’animal sauvage, et d’étudier ensuite si cette caractéristique augmente la vulnérabilité 
de ces neurones in vivo. Pour ce faire, la capacité de croissance compensatoire des neurones de 
la SNc suivant une lésion précoce à la 6-OHDA a été mise à profit. Dans un premier temps, les 
aspects principaux du système dopaminergique, de la maladie de Parkinson et de ses modèles 
seront abordés. Dans un second temps seront présentés l'hypothèse de recherche, les principes 
expérimentaux et la méthode utilisés pour développer le modèle, ainsi que les principaux 
résultats obtenus quant à sa caractérisation. Dans un troisième temps, ces résultats seront 
commentés et des perspectives futures seront discutées par rapport à la suite du développement 
de ce modèle. 
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Le système dopaminergique 
 
En 1957, Arvid Carlsson et son équipe démontraient que la dopamine, jusqu'alors 
considérée comme un simple précurseur de la noradrénaline, pouvait agir en tant que 
neurotransmetteur à part entière dans le système nerveux central (Björklund & Dunnett, 2007). 
Cette découverte ouvrit la voie à une série de découvertes, dévoilant tour à tour l'existence de 
groupes de neurones dopaminergiques formant des réseaux de connections distinctes, leur rôle 
dans les fonctions physiologiques du mouvement et de la récompense, et enfin leur implication 
dans les processus pathologiques tels que la maladie de Parkinson. Depuis, la littérature sur le 
système dopaminergique, ses fonctions et les pathologies qui y sont liées est un des domaines 
les plus prolifiques en neurosciences, ayant contribué grandement à la compréhension des 
mécanismes qui sous-tendent des fonctions aussi diverses que l'initiation du mouvement, la 
motivation ou la dépendance. Nous présenterons dans cette section l'anatomie du système 
mésencéphalique dopaminergique ainsi que les aspects d'anatomie microscopique et  
neurochimiques relatifs aux neurones qui le composent.  
 
Les études histochimiques de la répartition des neurones produisant la DA chez l'humain, 
le primate et le rongeur classifient ces neurones en groupes étiquetés A8 à A16, les neurones 
noradrénergiques et sérotoninergiques composant par ailleurs les groupes A1 à A7. Les groupes 
A8, A9 et A10 regroupent l'ensemble des corps cellulaires dopaminergiques du mésencéphale 
(Zaborszky & Vadasz, 2001). Parmi ceux-ci, nous nous attarderons aux groupes A9 et A10, soit 
les neurones dopaminergiques de la substantia nigra et de l'aire tegmentaire ventrale, qui sont 
les deux groupes les plus importants en nombre du système dopaminergique et ceux impliqués 
directement dans la pathogénèse de la maladie de Parkinson. Le groupe A8, ou champ 
rétrorubral (RRF), semble être impliqué dans des fonctions similaires au groupe A10 
(Waraczynski & Perkins, 2000) et présente des projections à l'hippocampe (Gasbarri et al., 
1996), mais demeure relativement peu étudié. Au niveau du diencéphale, les neurones 
dopaminergiques sont répartis entre les groupes A11 à A15, situés dans certains noyaux de 
l'hypothalamus et du thalamus. Le groupe A16 est constitué des neurones dopaminergiques du 
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bulbe olfactif. Enfin, un groupe dit télencéphalique désigne des populations disparates de 
neurones à phénotype dopaminergique, réparties à travers diverses structures du télencéphale 
(substantia innominata, bande diagonale de Broca, tubercule olfactif, aire prépiriforme, 
striatum, claustrum, couches corticales profondes du lobe frontal, capsule externe, capsule 
extrême et matière blanche frontale) (Benavides-Piccione & Defelipe, 2007).  
 
Aspects neuroanatomiques  
 
Nous présenterons ici la structure neuroanatomique macroscopique de la SNc et de la 
VTA, structures où se retrouvent les soma des groupes A9 et A10 respectivement, en les 
comparant chez l'homme et chez la souris. Les afférences et efférences des neurones DA de la 
SNc et de la VTA ainsi que les trois principales voies dopaminergiques mésencéphaliques seront 
ensuite décrites telles que retrouvées chez la souris. L'anatomie macroscopique et 
microscopique du striatum, structure innervée par les neurones dopaminergiques de la SNc et 
de la VTA, sera ensuite présentée, en comparant encore une fois la macroanatomie humaine et 
murine. 
 




Chez l'humain comme chez le rongeur, la subdivision des structures dopaminergiques 
du mésencéphale est globalement préservée. Toutefois, les frontières exactes des groupes A8, 
A9 et A10, ainsi que leur subdivision en sous-noyaux, est plus difficile à définir (Franklin & 
Paxinos, 2008; Paxinos, Halliday, Watson, Koutcherov, & Wang, 2006; Zaborszky & Vadasz, 
2001). La figure 1 présente la subdivision macroscopique de la SNc et de la VTA chez l'humain 
(homo sapiens) et chez la souris (mus musculus).  
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Figure 1. Anatomie des groupements dopaminergiques A9 et A10 chez l'humain et la souris 
 
 
(Figure 1) Planches neuroanatomiques comparant la localisation des groupements cellulaires 
dopaminergiques A8, A9 et A10 chez l'humain et chez la souris (les coupes ne sont pas à 
l'échelle). A. Coupe coronale du cerveau humain illustrant l'emplacement de la SNc et de la 
VTA. B. Coupe axiale d'un hémi-mésencéphale humain illustrant la répartition des neurones 
dopaminergiques entre les groupements A8 (RRF, en bleu), A9 (SNc, en jaune) et A10 (VTA, 
en rouge). C.Vue inférieure d'une coupe axiale du mésencéphale humain (lobe frontal vers le 
bas de l'image), sur laquelle les structures dopaminergiques sont visibles en bleu-gris grâce aux 
dépôts de neuromélanine. D. Coupe coronale du cerveau murin illustrant l'emplacement de la 
SNc et de la VTA. E. Reconstruction tridimentionnelle illustrant la position relative des 
groupements A8 (bleu), A9 (jaune) et A10 (rouge) à l'intérieur du mésencéphale murin. Figure 
créée à partir d'images tirées de (German & Manaye, 1993; Mendez et al., 2005; R. Williams, 
2000; T. H. Williams, Gluhbegovic, & Jew, 1997). 
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En outre, des immunomarquages contres certaines protéines ont permis de préciser une 
ségrégation histochimique de ces neurones en fonction de certaines caractéristiques. Par 
exemple, chez l'humain, les neurones dopaminergiques exprimant la calbindin, une protéine 
liant le calcium intracellulaire, sont surtout situés en médiodorsal des groupes A8, A9 et A10, 
et ne sont pas retrouvés dans la SNcv (SNc pars ventralis), (Mendez et al., 2005). Par ailleurs, 
de façon intéressante, l'expression de cette protéine semble corrélée à une vulnérabilité réduite 
dans la maladie de Parkinson et ses modèles animaux (Dopeso-Reyes et al., 2014). À l'inverse, 
les neurones dopaminergiques exprimant la protéine Girk2 (canal potassique à rectification 
entrante activé par les protéines G, type 2) sont surtout retrouvés dans la SNcv (Reyes et al., 
2012). Enfin, bien que des sous-groupes à l'intérieur de la SNc et de la VTA aient plus 
récemment été identifiés en fonction de leurs projections respectives, de caractéristiques 
protéomiques ou électrophysiologiques précises (Roeper, 2013), les subdivisions 
neuroanatomiques classiques, basées sur l'immunoréactivité contre la TH demeurent encore la 
norme dans la littérature actuelle.  
 
Afférences des neurones dopaminergiques de la SNc et de la VTA 
 
Les neurones dopaminergiques de la SNc et de la VTA recoivent au niveau de leur 
arborisation somatodendritique une innervation riche et extrêmement diversifiée. Ces afférences 
proviennent de structures aux fonctions très diversifiées, ce qui souligne l'importance de la SNc 
et de la VTA comme points de convergence et d'intégration de signal. Watabe-Uchida et al. ont 
récemment fourni une description très détaillée de ces afférences (Watabe-Uchida, Zhu, Ogawa, 
Vamanrao, & Uchida, 2012) en utilisant une nouvelle méthode de tracage basée sur une 
transfection virale rétrograde sélective, corroborant essentiellement les résultats obtenus par le 
passé avec les traceurs rétrogrades traditionnels, mais présentant l'avantage de ne pas marquer 
les afférences des neurones non-dopaminergiques, tel qu'illustré à la figure 2. 
 
Le striatum et le pallidum sont les structures contenant le plus grand nombre de neurones 
afférents tant vers la VTA que la SNc. Dans le striatum, il existe une innervation préférentielle 
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Figure 2. Afférences de la SNc et de la VTA chez la souris  
 
(Figure 2) Illustration des afférences de la SNc et de la VTA. A. Coupes parasagittales d'un 
cerveau de souris illustrant la distribution des afférences monosynaptiques de la VTA (en bleu) 
et de la SNc (en rouge), tel que révélée par l'utilisation d'un virus de la rage modifié (SADΔG-
GFP(EnvA) encodant le gène de la GFP et ne transfectant de façon transsynaptique que les 
neurones innervant la VTA ou la SNc (Watabe-Uchida et al., 2012). B. Schéma horizontal des 
afférences les plus importantes vers la VTA (en bleu) et la SNc (en rouge). LO: cortex latéral 
orbitaire, M1: cortex moteur primaire, M2: cortex moteur secondaire, S1: cortex 
somatosensoriel primaire, Tu: tubercule olfactif, Acb: noyau accumbens, DS: striatum dorsal, 
Ce: noyau central de l'amygdale, VP: pallidum ventral, EA: amygdale étendue, BNST: noyau 
de la strie terminale, IPAC: noyau interstitiel de la branche postérieure de la commissure 
antérieure, GP: globus pallidus, EP: noyau endopédonculaire, MPA: aire préoptique médiane, 
LPO: aire préoptique latérale, Pa: noyau hypothalamique paraventriculaire, DB: bande 
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diagonale de Broca, LH: aire latérale hypothalamique, Zi: zona incerta, PSTh: noyau para-sous-
thalamique, STh: noyau sous-thalamique, SC: colliculus supérieur, PTg: noyau tegmentaire 
pédonculopontin, LDTg: noyau tegmentaire latérodorsal, PAG: substance grise 
périacqueducale, mRt: noyau de la commissure postérieure, DR: noyau dorsal du raphé, PB: 
noyau parabrachial.  Figure adaptée de (Watabe-Uchida et al., 2012).  
 
de la SNc par la partie dorsale du striatum, et une innervation préférentielle de la VTA par le 
noyau accumbens et le tubercule olfactif. Au niveau du pallidum, les structures davantage 
médiales (pallidum ventral, amygdale étendue), projettent surtout vers la VTA alors que les 
structures plus latérales (globus pallidus (GP), noyau endopédonculaire) innervent la SNc de 
façon prédominante. Au niveau de l'hypothalamus, la LH semble avoir une innervation 
préférentielle de la VTA alors que le STh semble innerver de façon préférentielle la SNc, et une 
ségrégation spatiale semble par ailleurs gouverner l'innervation hypothalamique globale de la 
SNc et de la VTA, avec un gradient dorsolatéral en faveur de la SNc. Enfin, au niveau de 
l'amygdale, seul le noyau central semble fournir des afférences, tout comme le noyau de la strie 
terminale (BNST), et ce tant vers la SNc que la VTA (Watabe-Uchida et al., 2012; Yetnikoff, 
Lavezzi, Reichard, & Zahm, 2014). 
 
Au niveau du cortex, ces auteurs rapportent des afférences diffuses et provenant surtout 
dans l'hémicortex rostral, comprenant les cortex moteur, somatosensoriel, médial préfrontal et 
orbitofrontal. Pour la SNc, l'afférence corticale la plus dense provient de M1 et de M2, et la plus 
importante de S1. La VTA reçoit moins d'afférences corticales que la SNc, et celles-ci 
proviennent surtout du cortex orbitofrontal latéral (LO). Enfin, très peu d'afférences semblent 
probenir de l'hémicortex caudal (cortex pariétal, visuel, auditif, entorhinal).  
  
Au niveau du mésencéphale et du rhombencéphale, le raphé dorsal (DR) semble contenir 
la population neuronale la plus dense innervant les deux structures (avec une préférence pour la 
VTA), le colliculus supérieur (SC), la substance grise périaqueducale (PAG), le noyau 
parabrachial et certains noyaux cérébelleux fournissent aussi des afférences à la SNc et la VTA. 
Par ailleurs, la SNc est innervée par le noyau pédonculotegmentaire (PTg) et le noyau 
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cunéiforme (CnF), alors que la VTA est innervée par le noyau tegmentaire latérodorsal. 
Contrairement à ce qui avait été avancé antérieurement, les afférences du septum et de l'habenula 
médiale vers la SNc ou la VTA n'en innervent que les neurones non-dopaminergiques (Watabe-
Uchida et al., 2012; Yetnikoff et al., 2014).  
 
Efférences dopaminergiques de la SNc et de la VTA 
 
Les neurones dopaminergiques de la SNc et de la VTA envoient des prolongements 
axonaux dans plusieurs structures mésencéphaliques, diencéphaliques et télencéphaliques, 
traditionnellement regroupées en trois voies principales empruntant dans leurs parcours un 
tractus commun, le faisceau télencéphalique médian (MFB). La figure 3 illustre la répartition 
des neurones DA mésencéphaliques de chacune des voies et leurs aires de projection.  
 
La voie mésostriée est composée de neurones du groupe A9 qui projettent au striatum 
dorsal (dSTR), préférentiellement dans son compartiment striosomal, ainsi que de neurones du 
groupe A10 qui projettent dans le striatum ventral (vSTR) (figure 3A). C'est cette voie, surtout 
dans son aspect dorsolatéral, qui est impliquée dans la planification et l'initiation motrices, et 
qui est atteinte dans la maladie de Parkinson (Bjorklund & Dunnett, 2007; Ikemoto, 2007; 
Yetnikoff et al., 2014).  
 
La voie mésolimbique désigne les projections dopaminergiques innervant le vSTR 
(noyau accumbens), le septum et l'amygdale, provenant surtout de la partie latérale de la VTA 
ainsi que de la RRF, mais aussi de la SNcl (pars lateralis) (figure 3B).  L'innervation 
dopaminergique de ces structures affecte notamment la perception subjective de plaisir, la 
motivation pour les stimuli de récompense, et l'apprentissage moteur relié à ces stimuli, et est la 
voie neuronale principale à travers laquelle sont médiés les phénomènes de dépendance 
(Bjorklund & Dunnett, 2007; Ikemoto, 2007; Yetnikoff et al., 2014).  
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Figure 3. Voies efférentes dopaminergiques de la SNc et de la VTA 
(Figure 3) Illustration des voies efférentes dopaminergiques de la SNc et de la VTA. A. La voie 
mésostriée comprend les projections provenant de la SNc vers le dSTR (jaune) et de la VTA 
vers le noyau accumbens (vert). B. La voie mésolimbique comprend les projections de la VTA 
vers le tubercule olfactif et le septum, et les projections de la VTA et de la SNcl vers l'amygdale. 
C. La voie mésocorticale comprend les projections de la VTA vers le cortex préfrontal et le 
cortex périrhinal et les projections de la VTA et de la SNc vers le cortex périrhinal. Toutes les 
voies dopaminergiques illustrées empruntent un tractus commun, le MFB (non-illustré). Figure 
adaptée de (Bjorklund & Dunnett, 2007). 
 
La voie mésocorticale est composée de projections provenant de neurones répartis de 
façon diffuse dans les aires A8, A9 et A10, et est beaucoup plus développée chez le primate que 
chez le rongeur. En effet, chez le rongeur, l'innervation dopaminergique se restreint surtout aux 
cortex frontal, cingulaire et entorhinal (figure 3C), alors que chez le primate, ce territoire s'étend 
à tout le manteau cortical (Bjorklund & Dunnett, 2007). Elle est impliquée dans le 
fonctionnement cognitif normal, la motivation et la réponse émotionnelle, et son 
dysfonctionnement est mis en cause dans l'aboulie, la psychose et la schizophrénie, entre autres. 
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Il est à noter, toutefois, que cette taxonomie des projections dopaminergiques de la SNc 
et de la VTA masque le chevauchement réel qui existe au niveau de l'innervation respective de 
leurs structures cibles, bien qu'il existe un gradient préférentiel d'innervation des structures 
latérales par la SNc et médiales par la VTA. Ces trois voies existent bien de facon distincte, 
mais proviennent de neurones qui ne sont pas ségrégués de façon absolue selon les frontières 
des structures mésencéphaliques. Par ailleurs, en séparant les neurones des aires A9 et A10 en 
niveau dorsal (exprimant la calbindin) et ventral (exprimant Girk2), on remarque que les 
neurones du niveau dorsal innervent les aires limbiques et corticales, le vSTR et le compartiment 
matriciel du dSTR, alors que les neurones du niveau ventral innervent presque exclusivement le 
compartiment striosomal du striatum (Damier, Hirsch, Agid, & Graybiel, 1999a; Dopeso-Reyes 
et al., 2014; Reyes et al., 2012). Enfin, la présence d'une certaine innervation dopaminergique 
du GPi, du GPe, du noyau sous-thalamique et de la SNr a été mise en évidence (Bjorklund & 
Dunnett, 2007). Parent et al. ont illustré de façon probante que de telles innervations pouvaient 
être réalisées par des neurones possédant des terminaisons en passant dans le GP ou les noyaux 
thalamiques, en chemin vers leur champ d'innervation terminal au niveau du dSTR, et mis en 
lumière la diversité des patrons d'innervation retrouvés chez les neurones dopaminergiques du 
mésencéphale (Prensa & Parent, 2001).  
 
Le striatum  
Anatomie macroscopique 
  
Le striatum, structure innervée par les prolongements axonaux des neurones 
dopaminergiques de la voie mésostriée, est au cœur de la compréhension des symptômes de la 
maladie de Parkinson. Il importe de mentionner que ses composantes possèdent une 
nomenclature et une anatomie différente chez chez le rongeur et chez le primate. En effet, chez 
le rat et la souris, la littérature divise le striatum en parties dorsale (dSTR) et ventrale (vSTR), 
cette dernière structure contenant le noyau accumbens (nAc) segmenté en cœur (nAc core) et 
en coquille (nAc shell) et le tubercule olfactif  (Tu). Chez le primate, le dSTR est composé de 
deux noyaux, le caudé et le putamen, alors que la structure homologue au vSTR, le nAc, se 
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retrouve ventromédialement à la tête (partie la plus antérieure) du noyau caudé. La figure 4 
compare l'anatomie macroscopique de ces deux structures chez l'humain et chez la souris.  
 
Figure 4. Anatomie du striatum humain et murin 
(Figure 4) Planches neuroanatomiques comparant la localisation et la composition du striatum 
chez l'humain et la souris (les coupes ne sont pas à l'échelle). A. Coupe coronale du cerveau 
humain illustrant l'emplacement du dSTR, composé du noyau  caudé (en rouge) et du putamen 
(en jaune), et du vSTR (noyau accumbens, en vert). B, C. Emplacement et structure 
tridimentionnelle du noyau  caudé, du putamen, du noyau accumbens et du globus pallidus (en 
bleu, composé des globus pallidus interne et externe). D. Coupe coronale du cerveau murin 
illustrant l'emplacement du dSTR (en jaune) et du vSTR (en vert). E. Reconstruction 
tridimentionnelle illustrant la position et la structure du dSTR et du vSTR chez la souris. Figure 
créée à partir d'images tirées de (Hjornevik et al., 2007; Mallet, Moine, Ballion, Le Moine, & 
Gonon, 2006; Voelker, 2004; T. H. Williams et al., 1997).  
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Anatomie microscopique, afférences et efférences striatales  
 
Le striatum contient une population neuronale hétérogène, composée de neurones 
moyens épineux (medium spiny neurons (MSN), également appelés spiny projection neurons), 
d'interneurones cholinergiques, et d'interneurones GABAergiques. Les MSN sont des neurones 
GABAergiques qui représentent environ 95% des neurones du striatum humain, et sont divisés 
en deux sous-populations, l'une exprimant le récepteur D1 et faisant partie de la voie de 
projection striatonigrale (dite directe), et l'autre exprimant le récepteur D2 et faisant partie de la 
voie de projection striatopallidale (dite indirecte). Bien qu'il existe des évidences d'une co-
expression des récepteurs D1 et D2 chez un sous-groupe restreint de MSN durant le 
développement embryonnaire, la ségrégation des deux populations s'établit rapidement et est 
maintenue chez l'animal adulte (Biezonski, Trifilieff, Meszaros, Javitch, & Kellendonk, 2015; 
Calabresi, Picconi, Tozzi, Ghiglieri, & Di Filippo, 2014; Thibault, Loustalot, Fortin, Bourque, 
& Trudeau, 2013). Les propriétés de ces neurones, dont les projections axonales constituent 
l'efférence striatale principale, seront détaillées plus loin.  
 
En outre, les interneurones cholinergiques, de façon générale, sont responsables de 
médier les interactions entre les deux sous-groupes de MSN, en inhibant l'activité 
endocannabinoïde de ceux-ci et modulant donc à la baisse la dépression synaptique à long terme 
(LTD). Par ailleurs, l'activité tonique des interneurones cholinergiques, régulée positivement 
par la présence de dopamine, facilite ainsi la neurotransmission glutamatergique corticostriatale 
(Calabresi et al., 2014). Les interneurones cholinergiques agissent également en amplifiant la 
libération de DA via l'activation de récepteurs nicotiniques terminaux (Exley & Cragg, 2008).  
 
Enfin, les interneurones GABAergiques striataux sont divisés en trois sous-classes: les 
neurones à décharge rapide exprimant la parvalbumine, les neurones exprimant la calrétinine, 
et les neurones exprimant la NO synthase et produisant du monoxyde d'azote, impliqué dans la 
LTD des MSN. La figure 6 de la prochaine section reprend de façon graphique la composition 
neuronale striatale (figure 6C), ainsi que le rôle du striatum au sein des circuits des ganglions 
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de la base (figure 6A). Par ailleurs, le vSTR est divisé en deux sous-structures, le cœur (core) et 
la coquille (shell), dont les populations de MSN diffèrent quant à la densité de leurs épines, la 
complexité de leurs arborisations et leurs projections. Ces structures sont toutes deux impliquées 
dans les circuits de la récompense, mais diffèrent quant à leurs afférences et à leurs rôles 
comportementaux précis (Ito & Hayen, 2011), caractéristiques qui ne seront pas détaillées ici. 
 
Les principales afférences du striatum sont les projections corticostriées 
glutamatergiques faisant synapse sur l'arborisation dendritique des MSN, responsables de 
l'excitation de ceux-ci (figure 6C). Des afférences glutamatergiques striatales proviennent aussi 
du complexe parafasciculaire centromédian du thalamus et du noyau sous-thalamique, et le GPe 
fournit des afférences GABAergiques. Par ailleurs, le striatum reçoit une innervation 
dopaminergique des groupes A9 et A10, dont le patron d'activité est à la fois tonique et phasique 
(Calabresi et al., 2014). L'activité électrophysiologique tonique assure des niveaux basaux de 
DA, alors que l'activation phasique du système mésostrié se fait sous forme de décharges en 
bouffées, sous l'influence des afférences glutamatergiques nigrales des noyaux pédonculopontin 
(PPN) et sous-thalamique (STN) (Shimo & Wichmann, 2009), et permet une modulation 
localisée des niveaux de DA. De plus, une sous-population de neurones DA de la VTA 
présentant une capacité de cotransmission glutamatergique fournit une innervation 
glutamatergique dans le vSTR (Chuhma, Mingote, Moore, & Rayport, 2014; L.-É. Trudeau et 
al., 2014). Enfin, il est à noter que l'on distingue traditionnellement deux compartiments 
neurochimiques à l'intérieur du striatum, qui ont d'abord été identifiés par immunomarquage 
contre l'acétylcholinestérase (Graybiel & Ragsdale, 1978), soit le compartiment striosomal et le 
compartiment matriciel, et ont ensuite été caractérisés selon leur contenu en récepteurs  
opioïdes et en calbindin (Damier et al., 1999a). Le profil neurochimique, les afférences 





La DA et ses voies de synthèse et de dégradation 
 
La DA est une catécholamine qui fait aussi partie de la voie de synthèse de la 
noradrénaline. Elle est synthétisée par le neurone dopaminergique en transformant d'abord 
l'acide aminé tyrosine en 3,4-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA), catalysée par l'enzyme TH, 
ce qui constitue l'étape limitante de la voie de synthèse (Laatikainen, Sharp, Harrison, & 
Tunbridge, 2013; Levitt, Spector, Sjoerdsma, & Udenfriend, 1965). La L-DOPA est ensuite 
transformée en DA par la dopamine décarboxylase (DDC), également appelée décarboxylase 
des acides aminés aromatiques. Elle peut par ailleurs être catabolisée par l'action conjointe des 
enzymes monoamine oxydase (MAO), de la catéchol-O-méthyltransférase (COMT), et de 
l'aldéhyde déshydrogénase (AH), selon deux voies possibles. Dans la première, la COMT 
introduit un groupement méthyl sur la DA pour générer la 3-méthoxytyramine (3-MT), elle-
même oxydée par la MAO située sur la membrane externe des mitochondries pour former la 3-
méthoxy-4-hydroxyphénylacétaldéhyde (MHPA), à son tour oxydée par l'AH pour former de 
l'acide homovanilique (HVA). Dans la seconde, la MAO oxyde la DA pour former la 3,4-
dihydrophénylacétaldéhyde (DHPA), elle-même oxydée par l'AH pour former l'acide 3,4-
dihydroxyphénylacétique (DOPAC), sur lequel la COMT catalyse l'ajout d'un groupement 
méthyl pour générer l'HVA (Meiser, Weindl, & Hiller, 2013). Par ailleurs, dans les neurones 
noradrénergiques, l'enzyme dopamine -hydroxylase permet la conversion de la DA en 
noradrénaline.  
 
La terminaison dopaminergique 
 
Une fois synthétisée, la DA est emmagasinée dans des vésicules synaptiques via le 
transporteur vésiculaire des monoamines de type 2 (VMAT2), présent à la surface des vésicules. 
Ces vésicules chargées de DA sont concentrées au niveau des terminaisons axonales, et leur 
contenu est relâché par fusion de la membrane vésiculaire avec la membrane cellulaire, ce qui 
 16 
survient lors de l'entrée massive de l'ion Ca++ dans la cellule secondaire à l'arrivée d'un potentiel 
d'action membranaire. Par ailleurs, l'innervation dopaminergique s'effectue à la fois au moyen 
de varicosités dopaminergiques synaptiques et asynaptiques, c'est-à-dire dépourvues de 
spécialisations membranaires permettant l'établissement d'une synapse. Les terminaisons 
dopaminergiques synaptiques sont associées à la présence du transporteur vésiculaire du 
glutamate de type 2 (VGLUT2), ce qui leur conférerait la propriété de pouvoir co-libérer du 
glutamate (Descarries et al., 2008; El Mestikawy, Wallén-Mackenzie, Fortin, Descarries, & 
Trudeau, 2011; L.-E. Trudeau & Gutiérrez, 2007). De façon générale, il a été rapporté 
qu'environ 60-70% des terminaisons dopaminergiques striatales étaient asynaptiques et que les 
30-40% restants étaient de type synaptique (Descarries, Watkins, Garcia, Bosler, & Doucet, 
1996; Freund, Powell, & Smith, 1984).  
 
Suite à sa relâche par exocytose, dans la fosse synaptique s'il s'agit d'une terminaison 
synaptique ou dans le milieu extracellulaire s'il s'agit d'une terminaison asynaptique, la DA est 
libre d'agir sur ses cibles, les récepteurs dopaminergiques, qui seront décrits plus loin. L'activité 
de la DA est principalement interrompue par sa recapture au moyen d'un transporteur 
membranaire spécifique, le DAT, qui est uniformément réparti sur la membrane neuronale des 
neurones DA (Nirenberg et al., 1997). Le DAT permet donc la clairance extracellulaire et le 
recyclage de la DA par les neurones dopaminergiques. 
 
 Les récepteurs de la dopamine 
 
La DA agit sur les récepteurs dopaminergiques, pouvant être situés sur les cellules DA, 
et sont alors qualifiés d'autorécepteurs, ou être situés sur d'autres cellules, agissant alors à titre 
d'hétérorécepteurs. Il en existe cinq sous-types (étiquetés D1 à D5), et ils sont séparés en deux 
groupes selon leur type de couplage aux protéines G: le groupe D1 (récepteurs D1 et D5) et le 
groupe D2 (récepteurs D2, D3 et D4) (Beaulieu, Espinoza, & Gainetdinov, 2015). Les récepteurs 
du groupe D1 sont des récepteurs métabotropes couplés à la protéine Gs/olf, qui activent 
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l'adénylate cyclase et induisent la production d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc).  
Les récepteurs D1 se retrouvent dans le striatum préférentiellement sur les neurones épineux 
moyens (MSN) de la voie directe. On les retrouve aussi au niveau des autres structures cibles 
des voies dopaminergiques mésencéphaliques, plus précisément dans le tubercule olfactif, 
l'hypothalamus, le thalamus et les structures limbiques (Beaulieu et al., 2015). Les récepteurs 
D2, quant à eux, sont couplés aux protéines Gi/o, et inhibent la production d'AMPc. Ils se 
retrouvent en tant qu'hétérorécepteurs sur les neurones de la voie indirecte, et en tant 
qu'autorécepteurs sur les terminaisons axonales des neurones DA (Beaulieu et al., 2015; 
Calabresi et al., 2014). De plus, dans la SN, la DA est libérée à partir du compartiment 
dendritique des neurones dopaminergiques, ce qui permettrait l'activation d'autorécepteurs et 
l'autorégulation de leur activité (Bjorklund & Dunnett, 2007). La prochaine section présente une 
description de la maladie de Parkinson et des bases neuronales de sa symptomatologie, et 
détaille du même fait les voies directe et indirecte du mouvement ci-haut mentionnées, en plus 
de d'illustrer les interactions neuronales physiologiques et pathologiques au niveau du striatum 
(figure 6).  
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La maladie de Parkinson 
 
La maladie de Parkinson a été décrite pour la première fois en 1817 par James Parkinson, 
qui la désignait alors sous le nom de paralysis agitans. Par la suite, Jean-Martin Charcot et son 
collègue Leopold Ordenstein ont repris et précisé la définition et la symptomatologie de la 
maladie dans leur thèse Sur la paralysie agitante et la sclérose en plaques généralisée, publiée 
en 1868. Dans cette publication, les auteurs en décrivaient avec justesse les principaux 
symtômes, mais considéraient la maladie comme une névrose, n'évoquant pas la possibilité 
d'une étiologie pathologique organique sous-jacente.  Il faudra plus de deux décades avant que 
Jean-Baptiste Charcot, Georges Marinesco et Paul Oscar Blocq, poursuivant la foulée des 
recherches de Jean-Martin Charcot pour identifier la cause de la maladie, en arrivent à suspecter 
l'implication de la SN dans la maladie, postulat officiellement formulé pour la première fois en 
1893 lors d'une conférence de Blocq à la Salpêtrière (Martin Parent & Parent, 2010). Dans la 
présente section, nous aborderons d'abord la symptomatologie, la pathophysiologie et les 
stratégies de traitement de la maladie, avant de présenter les différents modèles animaux utilisés 
pour la modéliser. Bien que la cause des symptômes de parkinsonisme ait été identifiée depuis 
le début du 20e siècle comme étant la dysfonction du circuit mésostrié secondairement à une 
dégénérescence des neurones dopaminergiques mésencéphaliques (Martin Parent & Parent, 
2010), l'étiologie précise à l'origine de cette neurodégénérescence dans le cadre de la maladie 
de Parkinson demeure obscure dans la grande majorité des cas, malgré l'identification graduelle 
de divers éléments pathophysiologiques potentiellement contributifs.  
 
Symptomatologie de la maladie de Parkinson 
  
 La maladie de Parkinson se manifeste sur le plan clinique par quatre symptômes 
locomoteurs cardinaux, soit la rigidité, le tremblement, la bradykinésie et l’instabilité posturale, 




D'abord, la rigidité consiste en une raideur des membres et une résistance au mouvement 
causée par l’augmentation du tonus musculaire associée à une contraction excessive et 
discordante. Cette rigidité est fréquemment accompagnée de douleurs musculaires résultant de 
la contraction aberrante de groupes musculaires antagonistes. Les tremblements, d'une 
fréquence de 4 à 6 hertz, affectent davantage les groupes musculaires distaux que  proximaux, 
présentent un patron d'apparition asymétrique (un hémicorps étant atteint de façon plus 
importante que l'autre) et sont surtout présents au repos, s'estompant lors de mouvements 
volontaires et durant le sommeil. Le signe classique du pill-rolling, caractéristique de la maladie, 
est une manifestation précoce de tremblement de repos (Jankovic, 2008). Par ailleurs, la rigidité 
et le tremblement de repos contribuent à engendrer le signe de la «roue dentée» à la supination 
rapide de l'avant-bras, où est rencontrée une résistance spontanée et erratique à la mobilisation 
passive de l'avant-bras (Jankovic, 2008). La bradykinésie est caractérisée par des difficultés tant 
dans la planifiction que l’amorce et l’exécution des mouvements, surtout lorsque ceux-ci sont 
séquentiels ou simultanés, résultant en une lenteur dans les activités de la vie quotidienne et une 
augmentation du temps de réaction. La bradykinésie entraîne à son tour une série de symptômes 
tels que la perte de la gestuelle spontanée, l'hypersialorrhée par atteinte de la déglutition, la 
dysarthrie, la perte d'expression faciale et la perte du balancement normal des bras à la marche 
(Jankovic, 2008).  
 
De façon intéressante, l'état émotionnel plus particulièrement l'anticipation d'une 
contrainte temporelle imminente peuvent mener au pénomène de kinesia paradoxica, grâce 
auquel le patient parkinsonien peut temporairement échapper à la bradykinésie (Distler, 
Schlachetzki, Kohl, Winkler, & Schenk, 2016).  Enfin, l'instabilité posturale, causée par une 
perte des réflexes posturaux, survient habituellement plus tardivement dans la maladie, et est un 
facteur de risque de chute non-négligeable (Jankovic, 2008; Tolosa, Wenning, & Poewe, 2006).  
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Autres symptômes moteurs 
  
Les blocs moteurs, ou épisodes de «freezing», surviennent chez environ 50% des 
patients, et sont caractérisés par des périodes d'akinésie de quelques secondes, transitoires, 
surtout lors de la marche. Au niveau de la démarche, la combinaison de la rigidité et de 
l'instabilité posturale contribue à créer un patron de marche dit de festination, caractérisé par 
des pas de faible amplitude et une diminution du déroulement plantaire. Par ailleurs, des 
déformations posturales secondaires à la rigidité sont aussi fréquentes, tant au niveau tronculaire 
(position de flexion antérieure du tronc secondaire à la rigidité du cou et du tronc) qu'au niveau 
des membres (déformations dites «striatales» de la main, du pied ou des orteils, coudes et 
genoux en flexion), et survenant plus tard dans la maladie (Jankovic, 2008). La micrographie 
est aussi un signe caractéristique d'une atteinte motrice de type parkinsonienne.  
 
Des signes d'atteinte bulbaire, tels que la dysarthrie, l'hypophonie et la dysphagie, 
s'ajoutent souvent au tableau moteur, et découlent probablement d'une bradykinésie et d'une 
rigidité atteignant les muscles orofaciolaryngés. Enfin, des signes neuro-ophtalmologiques ne 
sont pas rares, et incluent une diminution de la fréquence de clignement, une xerophtalmie, une 
atteinte de la poursuite oculaire et une apraxie de l'ouverture des paupières, entre autres 
(Jankovic, 2008).   
 
Symptômes sensitifs, végétatifs et cognitifs 
 
Sur le plan sensitif, plusieurs études ont démontré qu'une hyposmie était présente chez 
près de 90% des patients, et ce précocément au cours de l'installation de la maladie (Tolosa et 
al., 2006). Par ailleurs, plusieurs signes de dysfonction végétative sont souvent retrouvés, et 
incluent l'hypotension orthostatique, la sudation excessive, la dysfonction sexuelle et les 
troubles sphinctériens (Jankovic, 2008). De plus, au niveau gastrointestinal, le reflux gastro-
oesophagien, la gastroparésie et la constipation sont des problèmes fréquents, s'ajoutant aux 
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difficultés nutritionnelles reliées à la dysphagie (Barichella, Cereda, & Pezzoli, 2009). Au 
niveau du sommeil, une perturbation du stade REM (rapid eye movement), caractérisée par une 
augmentation des rêves violents et une perte de l'atonie physiologique, est fréquemment et 
précocément retrouvée, dysfonction à laquelle peut s'ajouter une somnolence diurne (Tolosa et 
al., 2006).  
 
Enfin, les fonctions cognitives sont elles aussi souvent affectées par la maladie de 
Parkinson, tant au point de vue des fonctions exécutives que du langage, de la mémoire et des 
aptitudes visuospatiales. De plus, une atteinte de la capacité de planification, de la flexibilité 
cognitive, de la pensée abstraite et du choix d'actions appropriées est souvent présente, tout 
comme la fluctuation de l'attention et le ralentissement psychique. Un tableau dépressif associé 
n'est pas rare. Dans 25 à 30% des cas, les troubles cognitifs légers évoluent graduellement vers 
une démence, l'atteinte exécutive prédominant habituellement l'atteinte mnésique (Caballol, 
Martí, & Tolosa, 2007). La démence à corps de Lewy, classiquement définie comme entité 
clinique distincte de la maladie de Parkinson, est de plus en plus considérée comme une 
présentation clinique alternative de la même maladie, avec des observations neuropathologiques 
similaires atteignant toutefois davantage le lobe temporal, et un tableau clinique de démence 




Les symptômes végétatifs, l'anosmie et la perturbation du sommeil sont souvent les 
premières manifestations de la maladie, des années avant l’apparition des symptômes moteurs 
et l’établissement provisoire du diagnostic, par ailleurs seulement confirmé avec certitude au 
moment de l'autopsie. L'installation de la maladie est presque toujours asymétrique, ce qui 
reflète les études en imagerie nucléaire de la déplétion dopaminergique striatale, elle aussi 
asymétrique. Suit l'apparition d'une bradykinésie progressive, d'une rigidité et de troubles de la 
démarche, qui sont les éléments les plus manifestes du parkinsonisme. L'atteinte cognitive, 
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l'instabilité posturale et la dystonie arrivent habituellement plus tard dans le cours de la maladie, 
et mettent le patient à risque augmenté de chutes. Par ailleurs, le traitement à la L-DOPA 
entraîne des fluctuations motrices et des dyskinésies apparaissant chez une proportion 
significative des patients traités. Des comportements de dépendance, d'abus de médicaments, 
d'hyperphagisme, d'hypersexualité et de jeu pathologique, peuvent aussi apparaître en cours de 
traitement, surtout lorsque des agonistes dopaminergiques sont utilisés (Jankovic, 2005). Enfin, 
une composante de dysfonction respiratoire chronique (obstructive par rigidité du cou ou 
restrictive par rigidité de la paroi thoracique, est associée à un risque plus élevé de pneumonies, 
facteur significatif de morbidité et de mortalité (Jankovic, 2008).   
 
Diagnostic différentiel des syndromes parkinsoniens 
 
Il est à noter que plusieurs pathologies différentes de la maladie de Parkinson peuvent 
présenter un tableau de parkinsonisme chevauchant plus ou moins la symptomatologie décrite 
ci-haut, la paralysie supranucléaire progressive, la dégénération corticobasale et  l'atrophie 
multisystémique en étant des exemples (Tolosa et al., 2006). De plus, un syndrome parkinsonien 
peut être causé par des causes secondaires identifiables, notamment pharmacologiques (prise 
d'agents à action antidopaminergique tels que les antipsychotiques), infectieuses, toxiques 
(MPTP, manganèse, cyanure), mécanique (par compression tumorale ou malformative des voies 
dopaminergiques), métaboliques (maladie de Wilson, hypoxie, myélinolyse extrapontine), ou 
congénitales (syndrome d'hémiatrophie-hémiparkinsonisme), pour n'en évoquer que quelques 
causes (Tolosa et al., 2006). Pour conclure, la confirmation du diagnostic de maladie de 
Parkinson en présence d'un syndrome parkinsonien ne peut se faire hors de tout doute qu'à la 
pathologie, devant une perte des populations DA mésencéphaliques et en l'absence de cause 
secondaire identifiable.  
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Stratégies de traitement 
En absence de tests de dépistage suffisament fiables et de thérapies éprouvées pouvant 
freiner la dégénérescence dopaminergique nigrale, le but des traitements actuellement 
disponibles pour les patients atteints de la maladie est d'en contrôler les symptômes le plus 
longtemps possible tout en minimisant les effets secondaires.  
 
Précurseur de la dopamine 
À l'heure actuelle, la première ligne de traitement des symptômes moteurs est 
habituellement la L-DOPA, prise en combinaison avec de la carbidopa (un inhibiteur de la dopa-
décarboxylase périphérique). La L-DOPA/carbidopa est administrée en doses graduellement 
plus hautes, et permet habituellement un contrôle des symtômes moteurs de la maladie sur une 
période de 4 à 6 ans environ. Après cette période, tel que mentionné précédemment, une 
proportion croissante de patients (40% à 6 ans suivi de 10% supplémentaires par année) 
développeront des fluctuations motrices, alternant entre des périodes de bon contrôle (périodes 
«on»), et périodes d'exacerbation des symptômes moteurs et non-moteurs (périodes «off»), ainsi 
que des périodes de dyskinésie induite (Jankovic, 2008; Stocchi et al., 2010). 
 
Inhibiteurs des enzymes de dégradation 
Les inhibiteurs de la MAO-B tels que la sélégiline peuvent être considérés à un stade 
précoce de la maladie ou en traitement adjuvant à la L-DOPA/carbidopa à des stades plus 
avancés, réduisant significativement la durée des périodes «off» (Caslake et al., 2009; Rascol et 
al., 2005; The Parkinson Study Group, 2005). Les inhibiteurs de la COMT (entacapone, 
tolcapone), prolongent aussi l'effet de la L-DOPA en en inhibant la dégradation enzymatique 
périphérique, réduisant la durée des périodes «off», mais avec une augmentation importante des 
dyskinésies (Stocchi et al., 2010). En somme, les agents inhibiteurs de la MAO-B et de la COMT 
comportent des effets secondaires non négligeables, dont les plus importants sont l'exacerbation 
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des dyskinésies, des hallucinations visuelles, des troubles du sommeil et de l'hypotension 
(Jankovic, 2005), ce qui limite leur fenêtre thérapeutique.   
 
Agonistes dopaminergiques 
Des agonistes dopaminergiques (ropinirole, pramipexole ou rotigotine) peuvent aussi 
être utilisés en monothérapie précoce ou de façon adjuvante dans la maladie moyenne à avancée 
afin de réduire les fluctuations motrices. Par ailleurs, l'apomorphine en injection sous-cutanée 
peut permettre un soulagement temporaire et rapide des périodes d'akinésie transitoire chez les 
patients qui y font face. Toutefois, leurs effets secondaires incluent de la somnolence, des 
hallucinations visuelles, de la confusion, et des comportements compulsifs, en plus de 
dyskinésies, qui sont cependant un effet secondaire moins commun (Jankovic, 2005).  
 
Autres traitements pharmacologiques 
Enfin, d'autres agents pharmacologiques peuvent être utilisés pour traiter certains 
symptômes. L'amantadine, un aminoadamantane d'abord utilisé comme agent antiviral dont le 
mécanisme antiparkinsonien demeure méconnu, est approuvée pour le traitement adjuvant des 
dyskinésies et des fluctuations motrices, mais augmente le risque de déclencher des troubles du 
comportement compulsifs (Weintraub et al., 2010). Par ailleurs, les agents anticholinergiques 
ont été démontrés efficaces pour diminuer les tremblements, mais présentent un risque non-
négligeable d'effets secondaires neuropsychiatriques (Katzenschlager, Sampaio, Costa, & Lees, 
2002).  Plusieurs autres agents pharmacologiques, qui ne seront pas abordés ici, sont utilisés 
pour traiter les symptômes non-moteurs de la maladie.  
 
Stimulation cérébrale profonde 
Une seconde approche de traitement chez les patients réfractaires à l'approche 
pharmacologique consiste en la stimulation cérébrale profonde (DBS), via l'implantation 
neurochirurgicale d'électrodes au niveau des ganglions de la base.  À ce jour, les structures pour 
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lesquelles une telle stimulation a été reconnue comme bénéfique sont le noyau sous-thalamique 
(STN) et le GPi, et permet non seulement une amélioration des symptômes cardinaux, mais 
aussi de la dyskinésie et des périodes «off», problèmes du traitement pharmacologique. 
L'avantage de cette technique est qu'elle ne détruit pas le tissu nerveux et que ses paramètres 
sont modulables pour en optimiser les bénéfices, en plus de pouvoir être désactivée si nécessaire. 
Elle présente cependant les désavantages d'être invasive, et d'affecter négativement l'humeur et 
les fonctions cognitives, surtout en ce qui a trait à la fluidité verbale et à l'exécution de tâches 
complexes, a fortiori lorsque la stimulation est bilatérale (Hickey & Stacy, 2016). De nouvelles 
cibles (noyau pédonculopontin, SNr, thalamus centromédian, zona incerta), de nouveaux types 
d'électrodes et de nouvelles ressources d'imagerie, visant l'augmentation de la précision de 
l'implantation, sont actuellement à l'étude ou en développement (Hickey & Stacy, 2016).  
 
Facteurs neurotrophiques, transplantation et thérapie cellulaire  
Une troisième approche de traitement, encore limitée au domaine de la recherche, 
regroupe des traitements tels que l'administration intracérébrale de facteurs de croissance ou de 
neurones dopaminergiques cultivées, ainsi que la thérapie génique au moyen de vecteurs viraux 
(Witt & Marks, 2011). À titre d'exemple, la transplantation de cellules dopaminergiques in situ 
dans le striatum des patients atteints, permettant une production endogène locale de dopamine. 
Certaines études cliniques ont démontré une amélioration des symptômes grâce à cette méthode 
(Mendez et al., 2005), alors que d'autres n'ont pas révélé de différence significative entre la 
transplantation cellulaire et le placebo (Olanow et al., 2003). Néanmoins, il est possible que les 
patients recevant le traitement à un stade plus précoce de la maladie bénéficient plus fortement 
d'un traitement par transplantation, dont le potentiel mérite d'être exploré davantage dans les 
années à venir (Chen, 2015; Lindvall, 2013).  
 
Pour conclure, des biomarqueurs permettant un dépistage précoce, ainsi qu'une meilleure 
compréhension de la pathophysiologie de la maladie de Parkinson, apparaîssent nécessaires au 
développement de nouveaux traitements ciblant les causes sous-jacentes de la 
neurodégénérescence plutôt que les symptômes en résultant.  
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Pathophysiologie de la MP 
Aspects neuropathologiques 
 
En plus de la perte significative des neurones dopaminergiques des groupes A9 et A10 
observés à l'autopsie de patients atteints de la maladie de Parkinson, et d'une perte neuronale 
noradrénergique dans le locus coeruleus (LC), une autre observation neuropathologique, le 
corps de Lewy, est associé à la maladie. Les corps de lewy sont des inclusions intracellulaires 
formées d'aggrégats de filaments d'-synucléine, une protéine normalement retrouvée dans les 
terminaisons axonales, et sont associés à la maladie de Parkinson et à la démence à corps de 
Lewy. Suite à l'étude de plusieurs cerveaux de patients atteints de la maladie à des stades 
cliniques divers, Braak et al. ont émis l'hypothèse d'une progression dans la distribution et la 
quantité de corps de Lewy, corrélant avec l'évolution clinique de la maladie, et ont donc classifié 
cette progression en 6 stades neuropathologiques (figure 5). Toutefois, plusieurs discordances 
entre ce modèle explicatif et certains sous-groupes de patients présentant une synucléinopathie 
sévère asymptomatique ou au contraire, un parkinsonisme important en absence de 
synucléinopathie, semblent indiquer que cette classification ne repose pas sur une corrélation 
pathophysiologique parfaite (Burke, Dauer, & Vonsattel, 2008). Cependant, des découvertes 
récentes montrent que la toxicité de l'-synucléine serait dépendante de sa conformation, 
expliquant les observations neuropathologiques chez les sujets asymptomatiques: seuls certains 
isomères de la protéine seraient véritablement responsables d'une aggrégation toxique (Breydo, 
Wu, & Uversky, 2012).  
 
Par ailleurs, les cellules microgliales démontrent des signes d'activation, exprimant à 
leur surface l'antigène du complexe d'histocompatibilité majeur de classe II (HLA-DR), et les 
astrocytes deviennent hypertrophiques et accumulent de la protéine gliale fibrillaire acide sous 
forme de filaments. Les neurones mourants sont phagocytés par la microglie (neuronophagie), 
comme en témoigne la neuromélanine qui est retrouvée dans le cytoplasme microglial (Dickson, 
2012; Mosley, Hutter-saunders, Stone, & Gendelman, 2012).   
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Figure 5. Caractérisations neuropathologiques des synucléinopathies 
(Figure 5) Observations neuropathologiques des synucléinopathies et classification selon les 
stades de Braak. A. La neuropathologie des synucléinopathies, dont fait partie la maladie de 
Parkinson, est caractérisée par la présence de corps de Lewy au niveau du tronc cérébral (A1), 
de corps de Lewy faiblement marqués, dits de «type cortical» (A2), de neurites de Lewy dans 
le secteur CA2 de l'hippocampe (A3), et de corps de Lewy intraneuritiques au niveau de la 
médulla (A4), tel que mis en évidence par une immunohistochimie contre l'-synucléine. B. 
(B1-8)  Schémas de la progression de la distribution des corps de Lewy dans la maladie de 
Parkinson selon Braak et al. Les corps de Lewy sont d'abord rencontrés au niveau du noyau 
moteur du nerf vague dans la médulla et dans le noyau olfactif antérieur, avant d'atteindre les 
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neurones du LC, puis les neurones de la SNc. Dans les stades avancés, la  pathologie touche le 
télencéphale basal, l'amygdale et le lobe temporal médial, les aires corticales de la convexité 
étant les dernières atteintes. C. Table proposée par Braak et al. pour illustrer la séquence de 
progression pathologique dans la maladie de Parkinson, et en définissant les stades. Figure 
adaptée de (Braak et al., 2003; Dickson, 2012) 
 
Fonctionnement et dysfonctionnement des voies directe et indirecte 
 
 Les symptômes moteurs de la maladie de Parkinson ont été la cible de nombreuses études 
visant à en comprendre la cause, et ont mené à une meilleure compréhension du mode de 
fonctionnement des circuits centraux impliqués dans l'initiation et la planification des 
mouvements au niveau des ganglions de la base. Globalement, les signaux du cortex cérébral 
sont transmis au circuit striato-thalamo-cortical pour être intégrés dans une boucle de rétroaction 
au niveau des ganglions de la base recevant de nombreuses afférences, et la résultante de ces 
interactions est l'activation ou l'inhibition des neurones glutamatergiques du noyau ventrolatéral 
du thalamus (VL), dont les projections glutamatergiques ont une action excitatrice sur le cortex 
moteur. Une schématisation simplifiée des circuits des ganglions de la base sépare les 
interactions neuronales entre une voie de transmission directe et une voie indirecte, tel qu'illustré 
à la figure 6. Dans la voie directe, les efférences GABAergiques striatales inhibent directement 
le GPi et la SNr via les prolongements du sous-groupe de MSN exprimant le récepteur D1 et la 
substance P. Puisque le GPi et la SNr ont une influence inhibitrice sur le VL via leurs 
prolongements neuronaux GABAergiques, l'effet net d'une activation des MSN de la voie direct 
par le cortex est la désinhibition du VL et une activation locomotrice (figure 6 A). Dans la voie 
indirecte, les efférences GABAergiques du sous-groupe de MSN exprimant le récepteur D2 et 
l'enkephaline inhibent les neurones du GPe, dont les efférences GABAergiques inhibent à leur 
tour le STN. Le STN envoie quant à lui des projections glutamatergiques excitatrices  sur le GPi 
et la SNr, structures inhibitrices du VL, ce qui donne pour effet final une action inhibitrice des 
MSN de la voie indirecte sur l'activité locomotrice (figure 6 A). Enfin, les neurones de la SNc 
projetant au niveau du striatum y relâchent de la dopamine, ce qui active  la voie directe via les 
MSN à récepteurs D1, et inhibe la voie indirecte via les MSN à récepteurs D2, avec pour effet 
net de conférer aux neurones DA de la SNc la capacité de potentialisation, à la fois directe et  
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Figure 6. Fonctionnement normal et pathologique des voies directe et indirecte du mouvement 
et schématisation de la neurotransmission striatale correspondante 
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(Figure 6, page précédente) A. Schéma de la séquence d'activation (pointes de flèche) et 
d'inhibition («┬») des voies directe (en rouge) et indirecte (en bleu) du mouvement dans le 
cerveau sain et (B) dans un cerveau présentant une perte des neurones de la SNc, tel que 
rencontrée dans la maladie de Parkinson. C. Schéma de la neurotransmission striatale 
physiologique et de l'hypothèse du rôle des circuits striataux dans le contôle de l'activité motrice, 
illustrant les neurones dopaminergiques (en jaune), les neurones glutamatergiques (afférences 
corticales et thalamiques, en vert), les interneurones (cholinergiques, NO, et GABAergiques, en 
beige), et les neurones moyens épineux (MSN, en bleu). La répartition des différents récepteurs 
dopaminergiques (D1R, D2R, dimères D1-D2R), cholinergiques (M1R, M2/4R) et 
cannabinoïdes (CB-1R) y est aussi présentée. Globalement, en présence de niveaux 
physiologiques de dopamine, l'effet cumulatif du glutamate sur les récepteurs NMDA des MSN, 
des endocannabinoïdes produits par les MSN sur les récepteurs CB-1 des terminaisons 
glutamatergiques, et l'action modulatrice des interneurones cholinergiques, NO et 
GABAergiques, permet la modulation de la potentialisation synaptique à long terme (LTP) et 
de la dépression synaptique à long terme (LTD) des MSN des voies directe et indirecte. 
L'induction de la LTP ou de la LTD permet de réguler le contrôle des MSN sur les noyaux qu'ils 
innervent, et cette plasticité permet une variation dynamique des signaux striataux efférents et, 
ultimement, de l'activité locomotrice.   D. Schéma illustrant l'hypothèse du dysfonctionnement 
de la neurotransmission striatale dopaminergique comme cause des symptômes moteurs dans la 
maladie de Parkinson. La déplétion sévère des niveaux de DA dans le striatum affecte non 
seulement les MSN de façon directe, mais aussi la modulation de la LTP et de la LTD offerte 
par les différentes populations d'interneurones, ayant pour conséquence la perte de la capacité 
de variation des signaux striataux efférents et donc de l'activité motrice. Figure adaptée de 
(Calabresi et al., 2014). 
 
indirecte, de l'initiation et de l'exécution du mouvement (figure 6C) (Calabresi et al., 2014). 
 
Dans le cas d'une perte importante des neurones dopaminergiques de la SNc, la voie 
indirecte est débalancée, puisqu'il ne subsiste pas assez de neurones de l'aire A8 pour assurer 
des niveaux de DA suffisants dans le striatum (figure 6D). Cette atteinte donne lieu au tableau 
de symptômes moteurs précédemment décrits (parkinsonisme), aux étiologies multiples parmi 
lesquelles figure la maladie de Parkinson stricto sensu. En effet, la déplétion des niveaux 
striataux de DA a pour conséquence finale une augmentation de l'inhibition thalamique par le 




Compréhension actuelle de la pathogénèse de la neurodégénérescence 
dopaminergique dans la maladie de Parkinson 
 
 Nous évoquerons maintenant les divers aspects de l'étiologie de la neurodégénérescence 
dopaminergique dans la maladie de Parkinson. La compréhension actuelle intègre des facteurs 
de risque environnementaux, génétiques, neurophysiologiques et biomoléculaires, tel que 
synthétisé à la figure 7, qui seront résumés ici. 
 
Aspects étiologiques environnementaux 
Les recherches tentant d'identifier des facteurs environnementaux à l'origine de la 
maladie de Parkinson sont demeurées peu conclusives. L'exposition à certains pesticides, 
herbicides (paraquat) ou fongicides (maneb, mancoeb) est un facteur pouvant potentiellement 
augmenter le risque de développer la maladie de 30% à 200% (Wirdefeldt, Adami, Cole, 
Trichopoulos, & Mandel, 2011), or ces facteurs déclenchent plus probablement un syndrome 
parkinsonien secondaire d'origine toxique, distinct de la maladie de Parkinson à proprement 
parler. En outre, la consommation chronique de caféine et de nicotine semble conférer un effet 
protecteur quant au développement de la maladie (Liu et al., 2012), bient que l'interprétation 
pathophysiologique de cette constatation reste peu développée.  
 
Aspects étiologiques génétiques 
Des formes monogéniques familiales rares de la maladie ont été identifiées et ont permis 
d'isoler certains gènes étroitement liés à sa pathophysiologie. Parmi ces gènes, SNCA (encodant 
l'-synucléine), LRRK2 (encodant la leucin-rich repeat kinase de type 2), et VPS35 (encodant 
la vacuolar protein sorting 35) ont été identifiés comme étant la cible de mutations causant des 
formes autosomales dominantes de la maladie (Singleton et al., 2003). Quant aux gènes PINK1, 
PARK6, DJ1, ATP13A2, FBX07 et PLA2GB, ils ont été associés soit à une forme autosomale 
récessive de la maladie, ou à du parkinsonisme (Hernandez, Reed, & Singleton, 2016). Les 
études de jumaux monozygotes et dizygotes n'ont été concluantes que pour la maladie survenant 
à un âge précoce (moins de 50 ans), alors que pour la maladie survenant à un âge plus tardif, 
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l'effet génétique semblait absent, ce qui est en faveur d'un rôle génétique pour un sous-groupe 
de patients, mais d'un faible rôle génétique pour la majorité des formes dites sporadiques de la 
maladie (Tanner et al., 1999). Quoi qu'il en soit, les formes monogéniques de la maladie 
actuellement connues n'expliqueraient que 30% des cas familiaux et 3 à 5% des cas sporadiques, 
ce qui porte à croire que la maladie de Parkinson est hautement multifactorielle (Hernandez et 
al., 2016).  
 
Neuroxicité des métabolites de la dopamine 
Les métabolites de la dopamine, tel que la DOPAC, induisent une toxicité par la 
production de dérivés réactifs de l'oxygène (ROS) à l'intérieur des neurones. Les faibles 
quantités de peroxyde d'hydrogène ainsi produites de façon physiologique par cette dégradation 
sont normalement neutralisées rapidement par la glutathione, or celle-ci est présente à des 
niveaux diminués dans la maladie, ce qui pourrait augmenter la formation de radicaux hydroxyl 
toxiques. De plus, les dérivés de type quinone, synthétisés par oxydation de l'anneau catéchol 
de la dopamine, sont aussi impliqués dans la toxicité des métabolites de la dopamine, ce qui a 
été démontré in vitro (Graham, Tiffany, Bell, & Gutknecht, 1978). Ces métabolites, 
normalement produits et ségrégués dans le compartiment lysosomal ou neutralisés par la 
glutathione, peuvent, s'ils sont formés dans le cytosol en quantité excessive, réagir avec des 
protéines cytosoliques et entraîner la formation de divers composés neurotoxiques, et pourraient 
être impliqués dans la formation des corps de Lewy (Miyazaki & Asanuma, 2008; Sulzer & 
Zecca, 2000). Enfin, une quantité accrue de fer est retrouvée dans la SNc en condition 
pathologique, et pourrait contribuer à la formation de radicaux libres, incluant les dérivés de 
type quinone, à des taux anormalement élevés (Meiser et al., 2013).  
 
Neurotoxicité des aggrégats d'-synucléine 
La mutation du gène encodant l'-synucléine a été la première mutation à être associée 
au risque de développer la maladie de Parkinson, et cinq mutations (A53T, A30P, E46K, H50Q 
et G51D) ont été identifiées dans les formes familiales de la maladie (Blesa, Phani, Jackson-
Lewis, & Przedborski, 2012; Flagmeier et al., 2016; Polymeropoulos et al., 1997). En outre, il 
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a été démontré par la suite que les aggrégats de certains isomères de cette protéine étaient 
nuisibles au métabolisme cellulaire à plusieurs niveaux (Breydo et al., 2012). Notamment, les 
aggrégats d'-synucléine toxique interféreraient avec le système ubiquitine-protéasome et le 
système d'autophagie lysosomale, augmenteraient le stress oxydatif, induiraient une dysfonction 
mitochondriale et induiraient des cascades pro-inflammatoires (figure 7) (Lim & Zhang, 2013), 
en plus de contribuer à la formation des corps de Lewy retrouvés à la pathologie.  
 
Neurotoxicité calcique 
Les neurones DA de la SNc ont un phénotype particulier caractérisé par l'expression de 
canaux calciques de type L, leur conférant la propriété de générer des potentiels d'actions 
spontanés, et ainsi d'avoir une activité génératrice de rythme pouvant maintenir des niveaux 
ambiants de DA dans le striatum (Surmeier, 2007; Surmeier, Guzman, & Sanchez-Padilla, 
2010). Cette activité génératrice de rythme implique l'entrée répétée de calcium dans l'espace 
intracellulaire, un maintien constant de l'homéostasie calcique et  des exigences bioénergétiques 
accrues, ce qui a mené Surmeier et al. à émette l'hypothèse que ce phénotype soit en partie 
responsable de la vulnérabilité sélective des neurones DA de la SNc en compromettant la 
fonction mitochondriale (figure 7). 
 
Dysfonction mitochondriale et dérégulation de l'homéostasie 
protéique 
Le paradigme permettant actuellement d'expliquer les mécanismes cellulaires soutenant 
la neurodégénérescence dopaminergique dans la maladie de Parkinson gravite autour de la 
dysfonction mitochondriale et de la dérégulation de l'homéostasie protéique. Les recherches 
semblent indiquer que l'effet synergique d'une déficience du système de dégradation protéique 
ubiquitine-protéasome, d'une atteinte de la clairance protéique par autophagie, d'altérations 
délétères de la fonction des mitochondries et de la mitophagie, ainsi que l'incapacité de gérer le 




La figure 7 fournit une synthèse des principaux facteurs de vulnérabilité ci-haut 
mentionnés, et les mutations qui y ont été associées. L'aggrégation de l'-synucléine interfère 
avec la fonction du protéasome, de l'autophagie médiée par les chaperons (CMA), et de la 
mitophagie, en plus de former des corps de Lewy. Au niveau du noyau, les mutations de Parkin 
induiraient une surexpression du gène PARIS, régulant à la baisse, entre autres, le gène PGC-
1, impliqué dans la biogénèse mitochondriale (Castillo-Quan, 2011; Lim & Zhang, 2013).  
 
Figure 7. Paradigme actuel de la pathophysiologie de la maladie de Parkinson 
 
(Figure 7) Schéma résumant la compréhension actuelle des interactions moléculaires à l'origine 
de la neurodégénérescence dans la maladie de Parkinson. Tiré de (Lim & Zhang, 2013) 
 
La séquence précise initiant ces cascades de dysfonction de l'homéostasie cellulaire, si 
elle existe, n'a pas encore été mise en évidence. Il est possible que la maladie de Parkinson soit 
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une entité hétérogène regroupant des pathologies initiées par plusieurs étiologies indépendantes, 
aboutissant au même résultat: la dégénérescence progressive des neurones DA de la SNc. Enfin, 
il est aussi envisageable qu'un ou plusieurs facteurs de vulnérabilité, propres aux neurones 
atteints dans la maladie de Parkinson, soient déterminants quant à la susceptibilité spécifique de 
ceux-ci. La très grande taille de l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques de la SNc 
est une des caractéristiques qui pourrait jouer un tel rôle, ce qui sera détaillé plus loin. 
 
Modèles animaux actuels de la maladie de Parkinson 
 
Dans la foulée des recherches sur les causes de la maladie de Parkinson et sur d'éventuels 
traitements, divers modèles lésionnels et génétiques ont été développés chez l'animal, 
principalement chez la souris, le rat et le primate non-humain. Nous présenterons ici les 
principaux types de modèles animaux utilisés en recherche, en distinguant les modèles 




 Les modèles lésionnels neurotoxiques ont en commun de viser une lésion 
spécifique des neurones dopaminergiques mésencéphaliques pour étudier chez l'animal les 
mécanismes physiologiques en mitigeant la perte, et observer la présence d'une atteinte au 
niveau comportemental. De tels modèles peuvent aussi servir de plateforme pour tester des 
traitements neuroprotecteurs diminuant la vulnérabilité des neurones dopaminergiques. Nous 
décrirons ici les modèles utilisant la 6-OHDA et ceux utilisant le MPTP. D'autres modèles 
lésionnels utilisant des toxines de spécificités diverses pour les neurones dopaminergiques, tels 
que le paraquat ou la roténone, ont été utilisés dans le passé, mais leur emploi est tombé en 
défaveur au profit de modèles lésionnels plus spécifiques aux neurones dopaminergiques.  
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Modèle 6-OHDA  
 
La 6-OHDA est une neurotoxine qui peut induire la mort cellulaire par trois mécanismes, 
soit la création de ROS par son auto-oxydation intracellulaire ou extra cellulaire, la formation 
de peroxyde d'hydrogène par l'activité de la MAO, ou l'inhibition directe des complexes 
mitochondriaux I et IV (Blum et al., 2001). Comme la 6-OHDA peut aussi être recaptée par les 
neurones noradrénergiques, un prétraitement avec un bloqueur du transporteur membranaire de 
la noradrénaline (NET), tel que la désipramine, est utilisé pour protéger ce groupe de neurones. 
Par ailleurs, la 6-OHDA ne traversant pas la barrière hématoencéphalique, elle doit être 
administrée par voie intraparenchymateuse ou intraventriculaire. Une injection bilatérale de 6-
OHDA chez l'animal adulte, qu'elle soit effectuée au niveau des corps neuronaux, du MFB ou 
du striatum, entraine une perte significative des neurones DA et des déficiences motrices qui 
peuvent par la suite être mises en évidence par différents test comportementaux (Blesa et al., 
2012). Une injection unilatérale permet d'avoir un contôle (du côté contralésionnel) chez le 
même animal, bien qu'une certaine atteinte des neurones contralésionnels ait été rapportée dans 
certains protocoles (Simola & Morelli, 2007). Par ailleurs, l'injection de 6-OHDA chez le jeune 
animal a des effets différents, avec notamment moins de séquelles motrices manifestes, et la 
présence d'un bourgeonnement sérotoninergique striatal (Breese et al., 2005; Yamazoe, 
Takeushi, Matsushita, Kawano, Sawada, et al., 2001). Par ailleurs, des lésions partielles peuvent 
être réalisées en contrôlant la dose injectée, afin d'étudier l'effet d'une perte partielle des 
neurones DA sur les neurones survivants, ce qui est un protocole fréquemment utilisé tant chez 
la souris que chez le rat (Blanchard et al., 1996; Boix, Padel, & Paul, 2015; Dal Bo et al., 2008; 
Deumens, Blokland, & Prickaerts, 2002; T. E. Robinson, Mocsary, Camp, & Whishaw, 1994; 
Song, Haber, & York, 2000; Stanic et al., 2004). Enfin, des protocoles de lésion partielle chez 
le très jeune animal ont été établis et utilisés chez le rat (Breese et al., 2005; Frohna, Neal-
beliveau, & Joyce, 1997; Nikkhah, Cunningham, Cenci, McKay, & Björklund, 1995; Simola & 
Morelli, 2007), mais à notre connaissance, avant la présente étude, il n'existait aucun protocole 
utilisant la 6-OHDA pour induire une lésion néonatale partielle de la SNc chez la souris. 
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Modèle MPTP  
 
L'effet toxique du MPTP sur les neurones dopaminergiques a été découvert de façon 
fortuite dans les années 1980, après que plusieurs utilisateurs de drogues intraveineuses se soient 
injecté une préparation impure de desméthylprodine (MPPP) contenant du MPTP et aient 
développé un parkinsonisme répondant à la L-DOPA (Meredith & Rademacher, 2012). Cette 
molécule a par la suite été utilisée chez l'animal pour reproduire artificiellement la dénervation 
dopaminergique caractéristique de la maladie de Parkinson, d'abord chez le primate non-humain 
(Langston, Langston, & Irwin, 1984), puis chez le rongeur. Une fois absorbé dans l'organisme 
par voie intraveineuse ou intrapéritonéale, le MPTP, très lipophile, traverse facilement la 
barrière hématoencéphalique et est oxydé par la MAO-B des astrocytes pour devenir du MPP+ 
(1-methyl-4-phenylpyridinium), métabolite responsable de sa toxicité (Meredith & 
Rademacher, 2012). Le MPP+, qui est un excellent substrat du DAT, s'accumule ensuite au 
niveau des mitochondries des neurones dopaminergiques et interfère avec le complexe I de la 
chaîne respiratoire mitochondriale. Il en résulte une déplétion importante de l'ATP cellulaire qui 
déclenche ultimement les cascades apoptotique et nécrotique dans les neurones 
dopaminergiques du mésencéphale, les neurones de la SNc y étant les plus vulnérables (Blum 
et al., 2001; Meredith & Rademacher, 2012). De nombreux protocoles d'administration ont été 
décrits, faisant usage de différentes doses et d'injections répétées sur des périodes plus ou moins 
longues, pour étudier l'effet neurologique et comportemental d'une perte aigue ou graduelle des 
neurones DA mésencéphaliques, ainsi que l'effet d'un traitement simultané à la L-DOPA sur la 
compensation neuronale et la symptomatologie (Blesa et al., 2012; Dopeso-Reyes et al., 2014; 
Huot et al., 2008; Morin, Jourdain, Morissette, Grégoire, & Di Paolo, 2014). Les principaux 
avantages de l'utilisation du MPTP sont qu'il cible de façon spécifique les neurones DA, qu'il 
permet l'induction d'une lésion partielle plus ou moins importante, et qu'il peut être administré 
par voie systémique, sa diffusion intracérébrale n'étant pas restreinte par la barrière 





Les modèles génétiques de la maladie de Parkinson s'inspirent pour la plupart de gènes 
qui ont initialement été identifiés dans les formes familiales monogéniques de la maladie, 
évoquées plus tôt. Ils ont permis d'une part de révéler le rôle précis de ces gènes dans la 
pathophysiologie de la maladie, et d'autre part d'étudier les divers changements 
neurophysiologiques engendrés par la mutation de ces gènes, en mettant au premier plan le rôle 
du dysfonctionnement mitochondrial (Blesa et al., 2012).  
 
Modèles basés sur l'-synucléine 
 
 Depuis la découverte du rôle des mutations de l'-synucléine dans une forme familiale 
autosomale dominante de la maladie (Blesa et al., 2012; Polymeropoulos et al., 1997), des souris 
transgéniques ont été développées pour créer une plateforme expérimentale modélisant la 
maladie. Les modèles animaux peuvent mettre en jeu soit l'administration de la protéine de façon 
exogène, soit une surexpression de la protéine mutée, et se basent sur l'association observée 
entre la synucléinopathie à la neuropathologie et la maladie de Parkinson (Breydo et al., 2012). 
Par exemple, les modèles d'administation exogène de la protéine chez la souris, soit par voie 
intracérébrale (Luk et al., 2012) ou intramusculaire (Sacino et al., 2014) ont mis en évidence le 
développement d'une synucléinopathie subséquente dans les neurones du SNC, quoique 
n'atteignant pas spécifiquement les neurones dopaminergiques. Par ailleurs, les modèles de 
surexpression de l'-synucléine ont mis en évidence une neurodégénérescence dopaminergique-
nigrostriée à la fois chez la souris, le rat et le primate (Bourdenx et al., 2015; Kirik et al., 2002; 
Mochizuki, Yamada, & Mizuno, 2006), toutefois la présence d'aggrégats de la protéine et d'une 
mort neuronale associée n'étaient limitées à cette population neuronale que dans les modèles de 
surexpression utilisant un vecteur viral spécifique à celle-ci. De plus, une exacerbation de la 
dégénérescence reliée au vieillissement dans ces modèles n'a pas été observée, ce qui a poussé 
certains auteurs à considérer l'accumulation d'-synucléine comme étant un  facteur aggravant 
surajouté à un autre processus pathologique (Bourdenx et al., 2015).  
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Modèles génétiques inspirés des formes monogéniques de la 
maladie 
 
Parmi les modèles génétiques autres que le modèle -synucléine, les modèles de 
mutation ou de knock-out de LRRK2, de Parkin, de PINK1et de DJ1 ont tous contribué à éclaircir 
le rôle du stress oxydatif et de la dysfonction mitochondriale dans la maladie de Parkinson, sans 
parvenir à générer une neurodégénérescence probante des neurones dopaminergiques ou des 
conséquences comportementales détectables. Seuls les modèles murins de knock-out du gène 
PINK1 chez la souris adulte (2-3 mois) semblent causer une diminution de la relâche striatale 
de DA (Kitada et al., 2007), alors qu'il a été démontré qu'aucun changement relatif à la libération 
de DA était présent chez la plus jeune souris (6-8 semaines) dans les modèles de knock-out de 
LRRK2, de Parkin, de PINK1et de DJ1 (Sanchez et al., 2014). Toutefois, une perte significative 
de neurones DA de la SNc dans un sous-groupe d'animaux provenant d'une souche de souris 
DJI knock-out a par ailleurs été rapportée par Rousseaux et al. (Rousseaux et al., 2012).  
 
Limites des modèles actuels et perspectives futures 
 
Les modèles actuels disponibles chez l'animal tendent à ne reproduire qu'en partie les 
phénomènes neuropathologiques observés chez l'homme. Seul le protocole d'administration 
répétée de MPTP génère une dégénérescence robuste des neurones DA mésencéphaliques, qui 
n'est pas spontanée. La conclusion la plus simple est que ces modèles ne répliquent pas 
simultanément toutes les caractéristiques créant les circonstances propices au développement de 
la maladie de Parkinson, et qu'une combinaison de plusieurs traits de vulnérabilité, répliquant 
les conditions présentes chez l'humain, est nécessaire pour déclencher le phénomène de 
neurodégénérescence. Une autre façon d'approcher le problème est de supposer qu'une ou 
plusieurs caractéristiques propres à l'homme soient nécessaires à la neurodégénérescence 
progressive des neurones, caractéristiques qui auraient été jusqu'ici ignorées. À titre d'exemple, 
la grande longévité de l'espèce humaine rend difficile l'étude chez l'animal de l'effet d'un 
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vieillissement prolongé sur la pathogénèse de la maladie ou le risque de la développer.  Il 
apparaît donc nécessaire de développer de nouveaux modèles combinant plusieurs facteurs de 
vulnérabilité chez un même animal ou se rapprochant des conditions neurophysiologiques 
retrouvées chez l'humain, afin d'espérer déclencher un processus autoalimenté de 
neurodégénérescence qui serait à la fois symptomatique et produirait des altérations 
pathologiques analogues à celles retrouvées chez l'humain atteint. 
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Modèle d’accroissement compensatoire de l’arborisation 
axonale par lésion partielle précoce de la substance noire  
 
 
 Comment pourrait-on générer de meilleurs modèles animaux de la maladie de 
Parkinson? Tel que mentionné précédemment pour les modèles neurotoxiques, plusieurs voies 
et protocoles d'administration ont été explorés et, dans le cas du MPTP, ont tenté de reproduire 
la perte neuronale graduelle rencontrée dans la maladie au moyen de lésions toxiques répétées, 
en reproduisant avec succès bon nombre des symptômes moteurs, mais en n'arrivant pas à mettre 
en évidence une neurodégénérescence perdurant une fois l'effet aigu de la lésion dissipé. De 
même, les modèles utilisant l'-synucléine parviennent à induire une neurodégénérescence 
correspondant à l'aspect pathologique retrouvé chez l'homme, mais qui ne touche pas les 
neurones mésencéphaliques dopaminergiques de façon spécifique, à moins qu'un vecteur viral 
spécifique à cette population soit utilisé. Enfin, les modèles animaux utilisant des mutations des 
gènes LRRK2, Parkin, PINK1 et DJ1 n'ont, de manière générale, pas démontré une diminution 
en nombre des neurones dopaminergiques.  
 
 Une avenue utilisée jusqu'ici pour améliorer les modèles animaux existants de la maladie 
est d'étudier l'effet combiné de plusieurs facteurs de vulnérabilité, par exemple en utilisant un 
modèle d'-synucléine chez des souris DJ1 knock-out (Ramsey, Tsika, Ischiropoulos, & 
Giasson, 2010) ou un modèle MPTP chez la souris PINK1 knock-out (Haque et al., 2012). De 
telles études ont été réalisées et ont apporté des éléments de compréhension additionnels, mais 
ne permettent pas de valider ou d'infirmer les nouvelles hypothèses relatives à de nouveaux 
facteurs de vulnérabilité ou de survie cellulaire dans le cadre de la maladie de Parkinson. Ces 
nouvelles hypothèses pouvant être explorées comprennent notamment le rôle pro-survie du co-
phénotype glutamatergique des neurones DA, l'hypothèse autoimmune dans le contexte de la 
dysfonction mitochondriale, et l'hypothèse de l'insuffisance bioénergétique causée, entre autres, 
par la très grande taille de l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques, a fortiori des 
neurones de la SNc. C'est cette dernière, l'hypothèse bioénergétique, qui sera explorée ici en vue 
de développer un nouveau modèle de la maladie.  
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La taille de l'arborisation axonale: possible facteur de 
vulnérabilité neuronale dans la maladie de Parkinson 
 
À partir de marquages de neurones uniques chez le primate et chez le singe parkinsonien, 
Prensa et Parent ont démontré la grande hétérogénéité présente chez la population neuronale 
nigrostriée, composée de différentes sous-unités avec des champs de terminaison spécifiques à 
l'intérieur du striatum et différents degrés de vulnérabilité aux processus de 
neurodégénérescence, les sous-systèmes les plus sensibles étant ceux composés de neurones 
dont les axones sont hautement collatéralisés et distribués dans de grands volumes à l'intérieur 
du striatum (M Parent & Parent, 2006; Prensa & Parent, 2001). Ces chercheurs ont donc émis 
l'hypothèse que le maintien d'une immense collatéralisation axonale implique des demandes 
métaboliques élevées et rend ces neurones hautement vulnérables aux insultes métaboliques, 
neurotoxiques ou dégénératives, ce qui semblait aussi être le cas pour les neurones du pallidum, 
présentant des arborisations massives et étant grandement vulnérables à l'encéphalopathie 
toxique (M Parent & Parent, 2006). Des estimations théoriques du fardeau métabolique induit 
par une telle cytoarchitecture chez les neurones DA de la SNc ont par ailleurs été effectuées par 
Bolam et al. et semblent étayer cette hypothèse (Pissadaki & Bolam, 2013). 
 
Des données récentes obtenues par Pacelli et al. en culture sur glie de neurones 
dopaminergiques suggèrent que les neurones DA mésencéphaliques les plus vulnérables sont 
ceux présentant un taux basal de phosphorylation oxydative mitochondriale plus élevé, une 
capacité de réserve plus faible, et une plus grande densité de mitochondries axonales. Ces 
caractéristiques seraient associées à des taux plus élevés de stress oxydatif, et retrouvées 
préférentiellement chez les neurones comportant une arborisation axonale complexe (Franco-
Iborra & Perier, 2015; Pacelli et al., 2015). Cette vulnérabilité préférentielle, telle que mise en 
évidence par l'exposition des cultures au MPP+ et à la rotenone, était réduite par l'action de la 
semaphorine 7A et la réduction de l'arborisation axonale, suggérant un rôle probable des 
caractéristiques morphologiques propres aux neurones de la SNc dans leur vulnérabilité 
intrinsèque. Tel que mentionné par Bolam et al., les neurones de la SNc chez l'homme ont une 
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arborisation axonale beaucoup plus grande et ramifiée que ceux de la souris, conséquence d'un 
ratio de volume striatal par nombre de neurones DA fortement augmenté, comme en témoigne 
le tableau I. Le fait que ce ratio soit inégalé, selon les connaissances actuelles, chez les autres 
espèces, serait-il à l'origine de l'apparition de la maladie idiopathique exclusivement chez 
l'humain? 
 
Tableau I. Nombre de neurones DA dans la SNc et la VTA de différents mammifères 
 
 
Espèce Neurones DA dans la SNc Neurones DA dans la VTA 
Souris 8 000 – 12 000 8 000 – 12 000 
Rat 21 000 – 25 000 20 000 – 40 000 
Singe 120 000 – 270 000 110 000 
Humain 200 000 – 420 000 60 000 – 65 000 
 
 
Différentes estimations du nombre de neurones dopaminergiques dans la SNc et la VTA de 
différentes espèces. Tiré de (Brichta & Greengard, 2014)  
 
À la lumière des constatations précédentes, développer un modèle animal de 
vulnérabilité neuronale dopaminergique se basant sur l'hypothèse de l'insuffisance 
bioénergétique engendrée par la taille de l'arborisation axonale serait essentiel à la mise en 
évidence de son rôle dans la pathophysiologie de la maladie de Parkinson. Comment générer un 
tel modèle, applicable in vivo, afin de valider ou d'infirmer cette hypothèse et, éventuellement, 
avoir la possibilité de le combiner aux modèles existants?  
  
Plusieurs stratégies seraient envisageables pour créer un tel modèle en tentant de 
moduler à la hausse la taille de l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques chez 
l'animal. Par exemple, l'injection intracérébrale de facteurs neurotrophiques pourrait augmenter 
la taille de l'arborisation axonale dopaminergique striatale chez l'animal sain comme cela a été 
observé chez l'homme (Witt & Marks, 2011), alors que l'utilisation d'un vecteur viral pourrait 
permettre une induction sélective de la croissance chez cette population de neurones seulement. 
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Toutefois, il s'agit d'une méthode qui s'éloigne selon nous des phénomènes observés chez 
l'humain, et l'administration de facteurs neurotrophiques pourrait en soi être un facteur 
confondant. En outre, il serait possible d'utiliser une approche lésionnelle précoce qui tirerait 
avantage de la capacité de réinnervation du striatum par les neurones dopaminergiques 
survivants. En effet, ce phénomène a été bien démontré chez le rongeur, et il est probable qu'une 
réinnervation compensatoire ait aussi lieu chez l'homme au cours de la dégénérescence 
dopaminergique-nigrostriée observée dans la maladie de Parkinson, qui s'étend sur de 
nombreuses années et ne donne lieu à des symptômes moteurs qu'à un stade très avancé. La 
capacité de réinnervation et de compensation du système dopaminergique mésostrié sera 
brièvement décrite ici, avant que ne soit présentée l'hypothèse de recherche qui la met à profit. 
 
Réinnervation et compensation dopaminergique 
 
Le système nerveux central des mammifères adultes ne semble pas avoir la capacité de 
regénérescence spontanée suivant une perte importante des neurones dopaminergiques, alors 
que chez l'animal en période néonatale, cette capacité semble préservée durant la première 
semaine post-natale suivant une perte (Blanchard et al., 1996; Deumens et al., 2002; Filbin, 
2006; Goldberg, Klassen, Hua, & Barres, 2002). Chez l'animal adulte, les changements 
compensatoires observés au niveau du striatum suite à une lésion du système dopaminergique 
mésencéphalique ont été bien caractérisés. On observe dans un premier temps des changements 
aigus reliés à la lésion, soit la perte des fibres TH+, la dégénérescence des terminaisons et des 
axones, la diminution des niveaux de DA et l'augmentation de l'ARNm de la préproenkephaline 
(PPE) (Song et al., 2000). Dans un deuxième temps, une réponse compensatoire prend place et 
est caractérisée par plusieurs phénomènes, soit la synthèse accrue de la TH dans les neurones 
survivants sans augmentation de la quantité de ARNm-TH (Blanchard et al., 1996), 
l'accroissement de la relâche de DA et une diminution de sa recapture, ayant pour finalité le 
maintien de niveaux normaux de DA extracellulaire (Song et al., 2000). Par ailleurs, certains 
auteurs ont prouvé la présence d'une baisse de la sensibilité des autorécepteurs D2 
présynaptiques dans les modèles adultes de lésion à la 6-OHDA (Blanchard et al., 1996; Frohna 
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et al., 1997; Snyder, Keller Jr., & Zigmond, 1990). Selon Robinson et al., les mécanismes en 
jeu chez l'adulte dépendraient du degré de déplétion en DA du striatum. Une perte de moins de 
80% serait associée à une compensation n'impliquant pas le bourgeonnement, alors qu'un 
bourgeonnement compensatoire (dénoté par la régulation à la hausse de l'ARNm-GAP-43, 
marqueur de bourgeonnement axonal) surviendrait à plus de 95% de déplétion dopaminergique 
(T. E. Robinson et al., 1994; Song et al., 2000). 
 
Figure 8. Chronologie des processus compensatoires suite à une lésion de la SNc  
 
(Figure 8) Illustration de la chronologie des processus compensatoires suite à une lésion de la 
SNc chez le rat. 1: Dégénérescence des terminaisons et neurones TH+. 2: Bourgeonnement des 
neurones survivants dans le MFB. 3: Bourgeonnement et formation de nouvelles terminaisons 
axonales par les neurones de la SNc survivants. 4: Neurogénèse (hypothèse émise par les 
auteurs). 5: Bourgeonnement des cellules acquérant un phénotype TH et remodelage par les 
axones ayant déjà bourgeonné. Adapté de (Stanic, Finkelstein, Bourke, Drago, & Horne, 2003) 
 
Les modifications présynaptiques atteignent leur potentiel maximal environ trois jours 
post-lésion, alors que les changement comportementaux ne s'estompent que plus tard, en 
association avec des niveaux de DA extracellulaires lentement normalisés (T. E. Robinson et 
al., 1994). En outre, une augmentation compensatoire des niveaux de DAT a été observée chez 
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le rat adulte suivant une lésion partielle à la 6-OHDA (Stanic et al., 2004). Ces modifications 
sont aussi observées chez  les modèles de lésion néonatale du système dopaminergique 
nigrostrié (Frohna et al., 1997), mais à des seuils de déplétion plus bas et avec une réponse plus 
robuste. Dans un modèle de lésion néonatale au MPTP chez la souris, Ho et al. ont démontré 
une induction de la synthèse de l'interleukine-1 (IL-1), une cytokine favorisant le 
bourgeonnement dopaminergique lorsqu'administrée de façon exogène, dans le striatum lésé des 
souris. Cette augmentation était plus importante chez les jeunes souris (2 mois), de l'ordre de 
500%, et avait lieu à la fois dans le vSTR et le dSTR, alors que chez la souris d'âge moyen (8 
mois), l'augmentation d'IL-1 était modeste (135%) et limitée au dSTR (Ho & Blum, 1998). Cela 
pourrait refléter la capacité augmentée des plus jeunes animaux à compenser par le biais du 
bourgeonnement, et ce de façon plus généralisée à travers le striatum. La figure 8 illustre la 
chronologie possible des phénomènes postlésionnels compensatoires suivant une lésion des 
neurones dopaminergiques de la SNc. 
 
Hypothèse de recherche 
  
Afin de répondre à l'hypothèse du rôle de la taille de l'arborisation axonale 
dopaminergique nigrostriée sur l'insuffisance bioénergétique et la vulnérabilité dans le cadre de 
la maladie de Parkinson, nous avons choisi de développer un modèle murin basé sur l'utilisation 
d'une lésion dopaminergique-nigrostriée précoce entraînant une réinnervation et une 
compensation des neurones dopaminergiques survivants. Notre hypothèse est que les neurones 
ayant survécu et subi une croissance compensatoire seront plus vulnérable aux insultes 
métaboliques subséquentes que les neurones n'ayant pas subi de déplétion de leur population 
neuronale, et conservant donc une arborisation axonale de taille normale.  
 
Afin de pouvoir comparer les neurones ayant subi une croissance compensatoire et les 
neurones sains n'ayant pas eu à compenser une perte partielle de leur population, nous avons 
opté pour une approche lésionnelle unilatérale au moyen d'une injection intranigrale de 6-
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OHDA. En entraînant une perte partielle, de l'ordre de 50%, des neurones DA de la SNc d'un 
seul côté et en induisant une augmentation de la taille de l'arborisation axonale des neurones 
dopaminergiques de la SNc également unilatérale, la comparaison d'un côté non-lésé chez un 
même animal offre la possibilité de pairer la taille de l'arborisation axonale post-compensatoire 
à la taille d'une arborisation axonale contrôle chez un même animal.   
 
La première étape de l'élaboration du modèle consistera à démontrer que suite à la lésion 
précoce, l'augmentation unilatérale de la taille de l'arborisation axonale des neurones DA 
nigrostriés a bien lieu, et à quantifier celle-ci. Pour ce faire, nous estimerons par microscopie 
confocale le volume total des neurites dopaminergiques striataux dans chaque hémisphère et 
rapporterons ce volume au nombre de neurones dopaminergiques présents de chaque côté, dont 
le nombre sera estimé par stéréologie. Cela permettra une estimation du volume moyen de 
l'arborisation axonale du côté lésé ainsi que du côté contrôle, et de mettre en évidence la 
présence d'une différence entre le côté ipsilésionnel et le côté contralésionnel.  
 
La seconde étape de l'élaboration du modèle sera de vérifier d'où provient la croissance 
compensatoire de l'arborisation axonale, si elle existe. En effet, le niveau d'implication des 
neurones de la VTA suite à une lésion nigrale sélective sera à établir, puisqu'il existe des indices 
d'une telle activité compensatoire de la VTA (Song et al., 2000). Pour ce faire, des sous-groupes 
d'animaux subiront une injection virale bilatérale entraînant l'expression d'une protéine 
fluorescente dans l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques et permettant de retracer 
celle-ci par imagerie en microscopie à fluorescence. Deux sous-groupes d'animaux 
préalablement lésés unilatéralement avec la 6-OHDA seront comparés, l'un ayant reçu une 
injection virale dans la VTA bilatéralement, et l'autre dans la SNc bilatéralement, afin de 
comparer le rôle respectif des neurones DA de la VTA et de la SNc suite à une lésion nigrale 
partielle et unilatérale.  
 
La dernière étape du modèle sera la mise en évidence d'une vulnérabilité accrue des 
neurones DA nigrostriés du côté ayant subi un accroissement compensatoire de la taille de 
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l'arborisation axonale. Pour ce faire, des animaux ayant subi une lésion nigrale partielle et 
unilatérale à un jeune âge seront, une fois adultes, utilisés dans un protocole MPTP, qui soumet 
tous les neurones à une quantité de toxine circulante équivalente d'un côté et de l'autre du 
cerveau. Une mort préférentielle du côté ayant subi la compensation serait donc attribuée à une 
hausse de la vulnérabilité cellulaire dopaminergique entraînée par celle-ci. 
 
En résumé, notre hypothèse est que les neurones DA ayant compensé une perte partielle 
de leur population par croissance compensatoire de leur arborisation axonale dans le striatum 
seront plus vulnérables que les neurones DA du côté n'ayant pas subi de croissance 
compensatoire. Cette hypothèse va de pair avec les résultats obtenus en culture au sein de notre 
laboratoire (Pacelli et al., 2015). De plus, il est plausible que chez l'homme, la grande taille de 
l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques mésostriés, couplée à une cascade de mort 
et de compensation, augmente de plus en plus la demande bioénergétique des neurones 
survivants (Bolam & Pissadaki, 2012), et crée un effet d'amplification de la vulnérabilité des 
neurones survivants pouvant expliquer en partie la dégénérescence continue observée chez les 
patients atteints de la maladie de Parkinson. Dans les prochaines sections du présent travail 
seront décrits en détail les principes expérimentaux, la méthode utilisée ainsi que les principaux 








 Dans cette section, les principales procédures et techniques utilisées au cours du projet 
seront d'abord présentées dans leur aspect théorique. Le détail des méthodes et des 
manipulations sera décrit dans la section qui suit.  
 
1. Le système de recombinaison Cre-LOX 
  
 Le système de recombinaison Cre-Lox est une technologie qui permet d'effectuer des 
modifications à des sites spécifiques de l'ADN d'une cellule, modifications qui peuvent être 
déclenchées par un stimulus externe contrôlé expérimentalement, ou cibler une population 
cellulaire spécifique, offrant donc la possibilité d'éditer un génome en tenant compte de 
restrictions régionales ou temporelles. Le système Cre-Lox a initialement été développé vers la 
fin des années 1980 par Brian Sauer dans un modèle utilisant la levure Saccharomyces 
cerevisiae (Sauer, 1987; Sauer & Henderson, 1988), et repris par Joe Z. Tsien dans les années 
1990, qui l'a adapté aux lignées neuronales (J. Z. Tsien, 2016; J. Z. Tsien et al., 1996). Le 
fonctionnement du système est axé sur l'enzyme Cre recombinase, qui catalyse la recombination 
entre une paire de séquences prédéfinies dans l'ADN ciblé, les séquences Lox. Ces séquences 
de 34 paires de bases sont d'abord insérées dans le génome par recombinaison homologue dans 
des cellules souches embryonnaires, afin de flanquer un ou plusieurs exons d'un gène d'intérêt 
sans en altérer l'expression, et on dit alors de ce gène qu'il est floxé (floxed). Il est alors possible 
de générer une souche d'animal (souris) transgénique homozygote pour le gène floxé, et cette 
souris est ensuite croisée avec une deuxième souche portant dans son génome le transgène Cre 
sous contrôle d'un promoteur transcriptionnel donné. C'est donc en choisissant un promoteur 
spécifique à une lignée cellulaire ou à un tissu donnés qu'il est possible de contrôler la nature 
des cellules exprimant la Cre recombinase, et donc les cellules chez qui le système Cre-Lox sera 
fonctionnel. La souris croisée présente donc une population de cellules préalablement choisie 
qui exprimera la Cre recombinase et chez qui l'enzyme va recombiner les sites lox, éditant ainsi 
le gène floxé. Chez toutes les autres cellules n'exprimant pas le gène Cre, le gène floxé restera 
tel quel.  
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Figure 9. Illustration du fonctionnement du système Cre-lox 
 
(Figure 9) Tel qu'initalement développé par Tsien et al., une souris A exprimant le gène Cre 
sous le contrôle d'un promoteur spécifique à un type cellulaire ainsi qu'une souris B homozygote 
pour un exon floxé, sont croisées pour obtenir une souris AxB chez qui l'exon floxé n'est altéré 
que dans les cellules types choisies (tiré de Tsien et al., 1996).  
 
 Depuis sa conception, le système Cre-lox a été adapté à une grande variété de protocoles 
expérimentaux. En effet, il est possible d'utiliser plutôt un vecteur viral transportant le gène 
floxé afin de transfecter les cellules d'une région anatomiquement restreinte, chez une souris 
exprimant la Cre recombinase dans un sous-type cellulaire précis (Mouse A, Figure 9). Cette 
méthode permet donc la traduction de la protéine du gène floxé chez une population 
anatomiquement sélectionnée de cellules d'un sous-type précis, ce qui sera détaillé plus loin. 
 
2. La souris DAT-Cre 
  
 Pour les expériences décrites, des souris exprimant le gène Cre sous contrôle du 
promoteur du DAT ont été utilisées. De telles souris ont été développées par Hen et al. dans le 
but de développer une stratégie de ciblage génétique spécifique à un neurotransmetteur en 
utilisant le promoteur du transporteur de ce neurotransmetteur pour contrôler l'expression de la 
Cre recombinase (Zhuang, Masson, Gingrich, Rayport, & Hen, 2005). Nous avons utilisé ces 
mêmes souris (colonie provenant du laboratoire de Kazuto Kobayashi, Fukushima Medical 
University), en croisant un mâle hétérozygote muté (Cre+/Cre-) avec une femelle sauvage de 
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souche C57Bl6 (Jackson Laboratory, Stock 000664), afin de produire des animaux 
hétérozygotes pour le gène Cre. Chez cette lignée de type «knock-in», la présence du gène Cre 
sur l'un des allèles de DAT résulte en une diminution de l'expression du DAT de 50% (Jackson 
Laboratory), comparativement à l'animal sauvage.  Pour cette raison, lors des premières étapes 
du projet, des groupes d'animaux Cre-/Cre- contrôles ont été utilisés pour évaluer l'impact de la 
différence du niveau de DAT sur les résultats obtenus. Comme la technique de reproduction 
utilisée générait à la fois des animaux Cre+/Cre- et Cre-/Cre-, les animaux d'une même portée 
ont été utilisés comme contrôle. L'abréviation WT sera dorénavant utilisée pour désigner les 
souris Cre-/Cre- des portées expérimentales, et l'abréviation DAT-Cre+/- sera utilisée pour 
désigner les souris Cre+/Cre-. 
  
 Les expériences prévues pour la suite du projet utiliseront des animaux hétérozygotes 
issus d'une nouvelle souche, la souche DAT-IRES/Cre (Jackson Laboratory, Stock 006660), 
chez laquelle la présence du gène Cre n'altère pas ou peu la fonction de l'allèle DAT qui lui est 
associé. En effet, le gène Cre est associé à un domaine IRES (site interne d'entrée du ribosome, 
internal ribosome entry site), permettant le recrutement direct du ribosome pour initier la 
traduction d'ARN messager du gène Cre indépendamment du gène DAT. Cela permet 
l'expression de deux gènes à partir d'un seul ARNm résultant, rétablissant presque en totalité les 
niveaux de DAT exprimés, diminués de 50% par l'inactivation d'un des allèles dans le cas de la 
souris DAT-Cre utilisée précédemment. Chez la souche DAT-IRES/Cre, comparativement à 
l'animal sauvage, une diminution de la quantité de DAT de l'ordre de 17% (non significative) 
chez l'animal hétérozygote et une diminution de l'ordre de 47% chez l'animal homozygote ont 
tout de même été rapportées (Backman et al., 2006), malgré un patron d'expression et un niveau 
d'immunoréactivité de DAT ne différant pas entre l'animal WT et l'animal muté (Backman et 
al., 2006). Enfin, une procédure de reproduction ne produisant que des animaux hétérozygotes 
deviendra possible par l'utilisation d'un parent homozygote muté, ce qui n'était pas possible ici, 
puisque ce parent homozygote muté aurait été complètement déficient en DAT, ce qui a des 
conséquences physiologiques et comportementales importantes (Giros, Jaber, Jones, Wightman, 
& Caron, 1996). 
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3. La chirurgie stéréotaxique 
  
 La chirurgie stéréotaxique est une technique qui permet, grâce à un support sur rails 
disposés selon les axes cartésiens, d'atteindre des coordonnées intracérébrales précises 
correspondant à des structures d'intérêt, à partir d'un point de référence fixe et en utilisant un 
atlas neuroanatomique correspondant à l'espèce animale utilisée. Elle a été décrite pour la 
première fois en 1908 par Victor Horsley et Robert Clarke, qui ont développé un appareil 
permettant d'insérer une sonde ou une aiguille sous contrôle précis dans des structures 
subcorticales d'animaux expérimentaux, et a par la suite été adaptée à l'usage neurochirurgical 
chez l'humain (Gildenberg & Krauss, 2009). La technique d'injection intracérébrale utilisée ici 
chez le souriceau a été développée et adaptée de la méthode utilisée chez le raton et décrite par 
Cunningham (Cunningham & McKay, 1993; Nikkhah et al., 1995) en s'inspirant de 
modifications utilisées par d'autres auteurs pour contourner le problème du crâne non-ossifié 
des très jeunes animaux (Davidson, Truong, Nakagawa, & Giesler, 2010; Sierra, Camacho-
abrego, & Escamilla, 2009), notamment un support moulant la forme de la tête de l'animal et 
remplacant les barres de métal des supports pour animaux adultes. 
 
4. Lésion intranigrale à la 6-OHDA 
  
 Tel que decrit dans l'introduction, la 6-OHDA, par son effet toxique sélectif sur les 
neurones catécholaminergiques, est un modèle de choix pour les lésions neuronales 
dopaminergiques. Le principe expérimental utilisé ici prévoit l'injection intranigrale de la toxine 
au niveau de la SNc afin d'induire une perte unilatérale partielle d'environ 50% de la population 
de neurones dopaminergiques dans cette structure. Le choix de cette méthode d'injection est 
justifié par le fait qu'une injection intracisternale de hautes doses de 6-OHDA léserait à la fois 
la VTA et la SNc et ce, bilatéralement, alors qu'un contrôle contralatéral est désiré chez chaque 
animal. De plus, bien qu'il ait été possible d'effectuer des injections de 6-OHDA au niveau du 
dSTR dans son aspect le plus dorsolatéral, afin d'éviter une atteinte des terminaisons provenant 
de la VTA, au moins deux injections distinctes auraient été nécessaires pour atteindre le dSTR 
dans toute sa longueur rostrocaudale et une proportion de neurones de la SNc n'innervant pas 
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cette région du dSTR n'auraient pas été touchés (Matsuda et al., 2009). Cette voie 
d'administration aurait aussi pu être envisagée, bien qu'elle implique une augmentation du temps 
chirurgical chez des animaux P5 cryoanesthésiés, et qu'un risque d'atteinte des neurones de la 
VTA soit aussi présent. Quoiqu'il en soit, l'une ou l'autre des méthodes d'administrations 
intraparenchymateuses de la 6-OHDA (intra-dSTR ou intra-SNc) atteindrait les neurones de la 
SNc, avec une atteine préférentielle de sous-groupes légèrement différents au sein de la structure 
(Ikemoto, 2007). En outre, avant l'injection de 6-OHDA, de la désipramine est habituellement 
utilisée pour protéger les neurones noradrénergiques des effets de la 6-OHDA, qui peut aussi 
emprunter le NET et entraîner la mort des neurones noradrénergiques. La désipramine, 
inhibiteur de la recapture de la noradrénaline, prévient donc la recapture de la 6-OHDA par le 
NET (Kelly & Iversen, 1976), ce qui permet une lésion sélective des neurones DA en protégeant 
les neurones NA.  
 
5. Transfection virale  
  
 Le virus adéno-associé (AAV), identifié pour la première fois il y a environ 50 ans dans 
des préparations d'adénovirus, est un virus de la famille des parvovirus dépourvu de capacité de 
réplication et dépendant des adénovirus ou des herpèsvirus pour se répliquer (Carter, 2004). 
Depuis, son utilité comme vecteur génique a été remarquée et développée dans diverses 
utilisations en recherche, mais aussi en vue de développer des thérapies géniques chez l'homme, 
du fait de la réponse inflammatoire et immunitaire très faible, voire inexistante, induite par ce 
vecteur. Le virus natif possède un génome d'ADN simple brin d'environ 4,7 kb composé de deux 
séquences en phase de lecture ouverte, Rep et Cap, encodant respectivement les protéines 
nécessaires au cycle réplicatif et à la formation du capside viral, flanquées de répétitions 
inversées terminales (ITR, inverted terminal repeat) (Carter, 2004).  Les ITR sont les seules 
séquences qui doivent absolument être présentes en cis de chaque côté du gène d'intérêt, les 
séquences Rep et Cap pouvant être transcomplémentées sur un autre plasmide lors de la 
production des virus recombinants (rAAV). Pour produire le vecteur viral rAAV encodant le 
transgène d'intérêt, des cultures cellulaires HEK293 destinées à la production sont 
transitoirement transfectées avec trois plasmides, le premier encodant le transgène flanqué des 
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ITR, le second encodant les séquences Rep et Cap, et le troisième encodant des gènes adjuvants 
provenant de l'adénovirus (Vector Biolabs). Tous les éléments requis à la production du vecteur 
rAAV porteur du transgène se retrouvent dans les cellules et sont ensuite répliqués grâce aux 
cellules hôtes: une fois purifié, le vecteur viral ne contient que l'ADN du transgène flanqué des 
ITR et encapsidé, et perd ainsi son potentiel de réplication.  
 
 Le virus qui a été utilisé ici est le rAAV2/Ef1a-DIO-EYFP (UNC GTC Vector Core, lot 
AV4842d, 4 x 1012 virions/ml). Cet AAV est un construit dit DIO-EYFP (double floxed inverted 
orientation – enhanced yellow fluorescent protein), ce qui signifie qu'il contient le transgène de 
l'EYFP (protéine fluorescente jaune), inséré en orientation inversée en regard de son promoteur 
et flanquée de deux séquences Lox, et son expression est régulée par le promoteur ubiquitaire 
EF1a (Vector Biolabs). Suite à la transfection cellulaire chez l'animal au moyen d'une injection 
stéréotaxique intracérébrale, le transgène viral ne sera traduit que dans les cellules exprimant la 
Cre recombinase, soit les neurones exprimant le DAT dans le protocole que nous avons utilisé. 
 
 L'EYFP est une variante de la GFP, protéine verte fluorescente découverte chez la 
méduse Aequorea victoria dans les années 1960  (R. Y. Tsien, 1998). Ces deux protéines 
possèdent une structure essentiellement similaire composée d'un tonneau  au milieu duquel  
passe une hélice  contenant un fluorophore (4-(p-hydroxybenzylidene)imidazolidin-5-one 
pour la GFP) lié de façon covalente. C'est ce fluorophore qui absorbe l'énergie lumineuse d'une 
certaine longueur d'onde et la réémet à une longueur d'onde plus grande, les structures du 
fluorophore et du tonneau  déterminant par ailleurs les pics d'excitation et d'émission exacts, 
qui varient selon la protéine. Pour l'EYFP, le pic d'excitation est situé à 514 nm de longueur 
d'onde et le pic d'émission est situé à 527 nm (R. Y. Tsien, 1998). L'expression de l'EYFP par 
les neurones DA transfectés avec l'AAV pourra donc être détectée en microscopie optique, et sa 






6. Les techniques histologiques 
 
 Afin de quantifier le volume d'arborisation axonale dopaminergique dans le striatum, la 
technique d'immunohistochimie par fluorescence sur tranches a été utilisée. Cette technique 
repose sur l'utilisation d'anticorps couplés chimiquement à un fluorophore et reconnaissant de 
façon spécifique des épitopes d'intérêt dans le tissu pour s'y fixer et en rapporter la position, et 
a été développée par Coons et al. en 1941 (J. P. Robinson, Sturgis, & Kumar, 2013). Les 
anticorps qui se fixent directement sur l'épitope d'intérêt, via leur fragment Fab (fragment 
antigen-binding) sont nommés anticorps primaires,  et lorsque ce sont ces anticorps qui sont 
marqués par un fluorophore, il est question de détection directe. La méthode retenue pour le 
présent projet utilise des anticorps primaires monoclonaux ayant une spécificité pour un seul 
épitope (TH ou GFP/EYFP), non-marqués d'un fluorophore, ainsi qu'un anticorps secondaire, 
dont la région Fab reconnait la région Fc (fragment cristallisable) de l'anticorps primaire. Cette 
méthode de détection est dite indirecte, et permet une amplification du signal lumineux en liant 
deux anticorps secondaires, et donc deux fluorophores, à chaque anticorps primaire (J. P. 
Robinson et al., 2013). C'est en éclairant le tissu avec de la lumière monochrome à longueur 
d'onde d'excitation et en détectant l'énergie lumineuse réémise qu'il est possible d'obtenir des 
acquisitions par imagerie microscopique des tranches. Les spectres d'excitation et d'émission 
des fluorophores utilisés sont présentés en annexe (Annexe 1) à titre indicatif.  
 
 Par ailleurs, afin d'estimer le nombre de neurones présents dans la SNc, un 
immunomarquage à la 3,3'-diaminobenzidine (DAB) a été effectué sur des tranches de 
mésencéphale. Cette technique repose aussi sur l'utilisation initiale d'un anticorps primaire 
reconnaissant un épitope d'intérêt et s'y fixant. Ensuite, un anticorps secondaire biotinylé, c'est-
à-dire conjugué à une molécule de biotine, permet ensuite l'amplification du signal en 
reconnaissant le segment Fc de l'anticorps primaire. Enfin, le tissu est plongé dans une solution 
contenant de la streptavidine conjuguée à la peroxydase de raifort (HRP, horseradish 
peroxidase), et la haute affinité de la streptavidine pour la biotine a pour effet de recruter la 
peroxydase à proximité de l'antigène d'intérêt. Une fois cette étape réalisée, l'échantillon est 
ensuite plongé dans une solution de réaction contenant de la glucose oxydase, du glucose et de 
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la DAB. La glucose oxydase génère en présence de glucose et d'oxygène une quantité continue 
de peroxyde d'hydrogène, qui réagit avec la DAB en présence de la peroxydase, fixée à 
proximité de l'antigène d'intérêt. La DAB oxydée est un chromogène pigmenté insoluble, et 
entraîne en se précipitant un marquage brun-noir, visible en champ clair, des structures 
immunomarquées (Shu, Ju, & Fan, 1988).  
 
Figure 10. Immunomarquage fluorescent et immunomarquage à la DAB 
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(Figure 10, page précédente) Schéma de principe de l'immunomarquage en fluorescence par 
méthode indirecte et de l'immunomarquage à la DAB. L'anticorps primaire reconnaît l'antigène 
contre lequel il est dirigé de façon spécifique. L'anticorps secondaire reconnaît et lie l'anticorps 
primaire au niveau de son segment Fc. En immunofluorescence, l'anticorps secondaire est 
marqué par un fluorophore qui permet d'en détecter la présence en microscopie à fluorescence. 
(Schéma inspiré de (J. P. Robinson et al., 2013), Vector Biolabs).  
 
 
7. Les techniques d'imagerie 
  
 La microscopie par épifluorescence est une technique de microscopie optique qui 
emploie une source de lumière monochromatique de longueur d'onde définie (au moyen d'un 
filtre d'émission) focalisée sur l'échantillon (Young, 1961). Les molécules fluorescentes 
présentes dans celui-ci vont absorber une partie de l'énergie lumineuse et la réémettre à une 
autre longueur d'onde plus grande. Le trajet optique focalise le faisceau lumineux réémis à 
travers le même objectif, et un miroir dichroïque réflète ensuite ce faisceau vers une caméra qui 
en enregistre l'intensité. Comme la majorité de la lumière à longueur d'onde d'excitation 
provenant de la source est transmise à travers l'échantillon et que la majorité de la lumière 
parvenant à la caméra est une lumière réémise à une longueur d'onde différente, le ratio signal-
bruit résultant est très élevé et peut être augmenté davantage au moyen d'un filtre d'émission, 
qui ne fait traverser vers la caméra que la longueur d'onde d'émission. Toutefois, cette méthode 
présente un désavantage, soit qu'elle est limitée quant à sa résolution dans l'axe des z, puisqu'elle 
considère la fluorescence provenant de la pleine épaisseur de l'échantillon à l'intérieur du champ 
microscopique (Balagopalan, Sherman, Barr, & Samelson, 2011), ce qui pose problème lorsqu'il 
est question d'estimer les volumes de terminaisons ou de neurites. 
 
 Le principe d'imagerie par microscopie confocale, quant à lui, repose sur l'utilisation 
d'un sténopé (pinhole) qui permet de filtrer le signal lumineux ne provenant que d'une très mince 
profondeur de champ à l'intérieur de l'échantillon (Minsky, 1988). Un laser d'une longueur 
d'onde donnée fournit un faisceau lumineux projeté à travers le sténopé sur une série de miroirs 
dichroïques qui, en pivotant, balaient tout le champ microscopique avec ce mince faisceau, un 
pixel xy à la fois. Les fluorophores de l'échantillon absorbent et réémettent l'énergie lumineuse 
qui est ensuite focalisée dans le sténopé d'émission et passe à travers un filtre d'émission, pour 
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être captée par un photomultiplicateur qui amplifie le signal. Ce signal est ensuite analysé et 
l'image représentant l'intensité lumineuse réémise de chaque pixel est reconstruite par 
ordinateur. Il s'agit d'une bonne modalité d'imagerie lorsqu'un haut niveau de précision est requis 
dans l'axe des z pour éviter les images de superposition, et augmenter la netteté de l'image 
résultante. La figure 11 présente un schéma de principe de la microscopie par épifluorescence 
et de la microscopie confocale à balayage laser.  
 
 
Figure 11. Microscopie à épifluorescence et imagerie confocale à balayage laser 
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(Figure 11, page précédente) A. En microscopie à épifluorescence, une source lumineuse 
monochromatique fournit le faisceau d'excitation projeté vers l'échantillon, et ce faisceau éclaire 
l'échantillon dans toute sa profondeur. Les molécules fluorescentes présentes à l'intérieur de 
l'échantillon réémettent ensuite par diffusion, à une autre longueur d'onde, le faisceau lumineux 
d'émission. Le miroir dichroïque permet le passage de la lumière à une certaine longueur d'onde, 
et reflète la lumière à la longueur d'onde d'émission. Le faisceau résultant, qui contient des 
rayons réémis hors du plan focal, est ensuite capté par la caméra pour former l'image. B. En 
microscopie confocale, une source laser fournit une source d'excitation ponctuelle grâce au 
sténopé (pinhole), et illumine l'échantillon dans toute sa profondeur. Le faisceau résultant se 
heurte ensuite au sténopé d'émission, et seuls les rayons provenant des molécules fluorescentes 
situées au plan focal dans le tissu peuvent le franchir pour atteindre le détecteur 
(photomultiplicateur, PM). Un système de miroirs motorisés permet de balayer le tissu dans tout 
le plan xy afin que le photomultiplicateur détecte l'intensité de chaque pixel. 
 
L'image résultant d'une acquisition en microscopie à épifluorescence tient donc compte 
du signal provenant de plans adjacents au plan focal, alors qu'en microscopie confocale à 
balayage laser, une image est reconstruite suite au balayage du champ microscopique par le laser 
et à la détection des intensités dans ce champ, en ne considérant que le signal provenant d'une 
très faible profondeur de champ à un plan focal donné,  ce qui permet d'augmenter grandement 
la netteté de l'image résultante.  
 
8. Comptes stéréologiques 
  
 La stéréologie est une technique d'estimation de différentes mesures d'une structure 
histologique utilisant un échantillonnage systématique et non-biaisé de celle-ci pour fournir une 
estimation rapide et non-biaisée de la mesure d'intérêt. L'échantillonnage se fait d'abord en 
coupant en tranches régulières la structure sélectionnée, puis en sélectionnant une fraction des 
tranches obtenues, à intervalle régulier. 
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Figure 12. Fraction d'échantillonnage de la structure 
(Figure 12) Illustration de l'échantillonnage du tissu utilisé pour le compte stéréologique. Dans 
le cerveau de souris représenté à droite, l'échantillonnage débute à la quatrième tranche, 
sélectionnée au hasard parmi les six premières coupes, et inclut une tranche toutes les six 
tranches à partir de celle-ci. La période p est de six, et la fraction d'échantillonnage de la 





 L'échantillonnage se fait ensuite à travers le logiciel de comptage, qui permet de tracer 
un contour virtuel de la structure étudiée au microscope optique, et qui superpose ensuite une 
grille aux dimensions prédéterminées permettant un échantillonnage systématique et non-biaisé 
de la structure. Cette grille sert de point de référence pour les cadres de comptage, eux aussi de 
dimensions spécifiées, qui sont ensuite superposés à l'image du tissu obtenue au microscope. 
Ces cadres de comptage permettent d'inclure ou d'exclure des objets à compter dans le champ 
visualisé, de façon non-biaisée, selon des critères préétablis.   
 
Figure 13. Fraction d'échantillonnage de l'aire et échantillonnage aléatoire systématique 
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(Figure 13, page précédente) Illustration de la répartition aléatoire des cadres de comptage selon 
une grille d'échantillonnage mise en place par le logiciel Stereo Investigator. Les marges du 
cadre de comptage permettent d'inclure ou d'exclure les objets selon s'ils entrent en contact avec 
la marge d'exclusion (en rouge) ou s'ils sont dans la zone d'inclusion (c’est-à-dire s'ils entrent 
en contact avec la marge d'inclusion du cadre (en vert) ou encore s'ils sont à l'intérieur des 
marges du cadre sans toucher la marge d'exclusion).  
 
 L'utilisation d'un logiciel permet ensuite, à travers un plateau motorisé, de visiter tous 
les cadres de comptage d'une tranche, et ce pour toutes les tranches de l'échantillon. Dans chaque 
cadre, les objets sont comptés à travers une profondeur de champ préétablie en fonction de 
l'épaisseur du tissu monté, afin de ne pas dépasser celle-ci. Cela permet d'éviter le double-
compte d'objets aux marges de la coupe (par exemple, des corps neuronaux), qui peuvent avoir 
été fractionnés. Une marge de sécurité est donc toujours conservée entre la limite la plus haute 
du champ de comptage et la surface externe du tissu. 
 
Figure 14. Fraction d'échantillonnage de l'épaisseur du tissu 
 
(Figure 14) Illustration de la fraction d'échantillonnage de l'épaisseur du tissu. Le cadre de 
comptage est visionné au microscope dans toute l'épaisseur du tissu, ce qui constitue le volume 
dans lequel les objets sont comptés. Les objets entrant en contact avec la face supérieure du cube 
(en vert) sont inclus, alors que les objets entrant en contact avec la face inférieure (en rouge) 
sont exclus. Des zones de garde sont spécifiées a priori, et le logiciel positionne le cube en 
fonction de celles-ci, afin d'éviter de compter des fragments d'objets à proximité de la surface 
de la tranche. Ce cube de comptage constitue le «fractionateur optique» (optical fractionator), 
qui permet l'échantillonnage homogène du volume de tissu. 
 
 Dans chaque cadre de comptage, les objets considérés (dans le cadre du  présent projet, 
les corps neuronaux de neurones marqués par la DAB), sont comptés avec un marqueur virtuel 
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lorsqu'ils remplissent les critères d'inclusion dans le compte (le corps neuronal ne dépasse pas 
les marges rouges du cadre de comptage et est inclus au moins en partie dans celui-ci).  
 
Équation 1 : Principe de base de l'estimation stéréologique 
𝑁 = 𝑄 ×
1
𝑠𝑠𝑓







L'équation ci-haut résume le principe utilisé pour l'estimation stéréologique, tel que pratiquée à 
travers le logiciel Stereo Investigator (MBF Bioscience), où N correspond à l'estimation du 
nombre total d'objets considérés, Q correspond à la quantité totale d'objets comptés à travers 
tout l'échantillonnage, ssf corrsepond à la fraction d'échantillonnage de la structure (section 
sampling fraction), asf correspond à la fraction d'échantillonnage de la surface (area sampling 
fraction), et hsf correspond à la fraction d'échantillonnage de la hauteur (épaisseur) du tissu 
(height sampling fraction).  
 
 La ssf  correspond à la fréquence de sélection des tranches à compter parmi le nombre 
total des tranches. La sélection d'une tranche comptée toutes les six tranches correspond donc à 
une ssf de 
1
6
. L'asf correspond à l'aire du cadre de comptage divisée par l'aire d'une case de la 
grille d'échantillonnage systématique. Un cadre de comptage de 40m par 40m dans une grille 
d'échantillonnage de 150m par 150m résultera donc en une asf  de 
16
225
. La hsf correspond à 
la hauteur du cadre de comptage divisée par l'épaisseur de la tranche une fois montée, et un 
cadre de 10m d'épaisseur dans une tranche montée de 12m d'épaisseur correspondra donc à 
une hsf de 
5
6
. Ces trois valeurs permettent donc d'évaluer la fraction du volume de la structure 
qui a été échantillonnée, et pour les valeurs retenues en exemple équivaudrait à 
4
405
 , soit un peu 




Matériel et méthodes 
 
1. Sujets et Groupes expérimentaux :  
  
 Toutes les expériences ont été réalisées avec les souris DAT-Cre – C57/Bl6 décrites 
précédemment (colonie DAT-Cre provenant du laboratoire de Kazuto Kobayashi, Fukushima 
Medical University (Zhuang et al., 2005), et C57Bl6 provenant de Jackson Laboratory, Stock 
000664) selon les normes et exigences du Comité de déontologie de l’expérimentation sur les 
animaux (CDEA) de l’Université de Montréal. Lors des expériences préliminaires, 19 animaux 
ont été utilisés pour la mise au point et la vérification de la reproductibilité de l’emplacement 
de l’injection (sacrifiés à 51 jours de vie (P5)), et 54 animaux ont été utilisés pour identifier la 
dose de 6-OHDA requise pour créer une lésion partielle de la SNc d’environ 50% (sacrifiés à 
151 jours de vie). 
  
 Pour les groupes expérimentaux retenus, 29 animaux ont été injectés avec la dose de 6-
OHDA retenue. Parmi ceux-ci, 7 animaux WT et 7 animaux DAT-Cre+/- ont été sacrifiés à 151 
jours de vie (groupes P15), pour évaluer l'impact de la lésion à un temps précoce ainsi que 
l'influence du génotype. De plus, 15 animaux ont été retenus pour les groupes expérimentaux 
adultes, soit 5 animaux WT et 10 animaux DAT-Cre+/-, et sacrifiés à 902 jours de vie (groupes 
P90). Parmi ces 10 animaux DAT-Cre+/- adultes, 5 ont reçu une injection intracérébrale d'AAV2-
EYFP au niveau de la SNc bilatéralement, et les 5 autres ont reçu une injection unique au niveau 
de la VTA, à la ligne médiane.   
 
2. Chirurgie stéréotaxique chez le souriceau P5 – injection 
unilatérale de 6-OHDA dans la SNc 
  
 Les souriceaux de tous les groupes expérimentaux ont reçu une injection unilatérale de 
6-OHDA dans la SNc à 51 jours de vie. Les injections ont été effectuées dans une salle semi-
stérile dédiée, avec une durée moyenne de procédure de 15min par animal (3-10 animaux par 
séance d'injection). Un génotypage étant impossible à compléter avant la procédure en raison 
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de la nécessité de minimiser le stress relié aux manipulations chez les parents et les sujets 
expérimentaux nouvellement nés, les animaux mâles des portées de 5 jours de vie ont tous été 
injectés sans égard à leur génotype, et un prélèvement tissulaire a été fait durant la chirurgie 
pour un génotypage subséquent.  
  
 Une solution de 6-hydroxydopamine (6-OHDA) était préparée moins de 30min avant le 
début des chirurgies, à une concentration de 0,25mg/ml de 6-OHDA dans du salin normal 
additionné de 0,02% d'acide ascorbique afin de prévenir l'inactivation  par oxydation de la 6-
OHDA. Une solution de désipramine à 2,8mg/ml dans du salin normal était préparée à l'avance, 
aliquotée et conservée à -80C jusqu'à son utilisation. 
  
 Les souriceaux ont reçu 30μl de solution de désipramine 2,8mg/ml par voie sous cutanée 
30min avant la chirurgie, et étaient maintenus dans une cage disposée sur un tapis chauffant, en 
présence de litière de la cage des parents, et les portées différentes étaient gardées dans des cages 
différentes. Un souriceau était anesthésié par cryoanesthésie en étant déposé dans un gant de 
vinyle et plongé sous un mélange de glace et d'eau durant 100 à 120 secondes, en suivant les 
recommandations de la Direction des Animaleries de l'Université de Montréal. Cette méthode a 
été préférée à l'utilisation d'un bloc réfrigérant, qui demandait un temps d'induction plus long et 
sujet à variation. Une fois l'animal anesthésié, il était placé sur un moule permettant 
d’immobiliser la tête, similaire à celui décrit par Davidson et al. pour des injections intra-
hippocampiques néonatales chez la souris et celui décrit par Sierra et al. pour des injections 
néonatales chez le raton (Davidson et al., 2010; Sierra et al., 2009), et fixé à un système 
stéréotaxique (Digital Lab Standard Stereotaxic for Mice with LED Display, Harvard 
Apparatus). Le moule permettait de maintenir la réfrigération nécessaire (4-5C) au moyen d'un 
bloc réfrigérant, tout en adaptant le système stéréotaxique (conçu pour l'animal adulte) à la tête 
encore mal ossifiée des jeunes souriceaux. De la solution de Proviodine 10% a été appliquée et 
une incision a été pratiquée sur le scalp à la hauteur du sinus lambdoïde. Une aiguille biseautée 
de calibre 31, fixée au bras du système stéréotaxique, a été descendue jusqu’au point de 
confluence de la suture lambdoïde (utilisé comme origine), les coordonnées stéréotaxiques ont 
été mises à zéro à ce point, puis l'aiguille a été déplacée vers les coordonnées stéréotaxiques 
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(x,y) du site d'injection et descendue délicatement dans l'axe des z afin de percer le crâne et les 
méninges, en prenant garde de ne pas descendre davantage dans le cortex. L'aiguille biseautée 
était ensuite remplacée par une aiguille non-biseautée de calibre 32, reliée par un tube de 
polypropylène à une seringue Hamilton montée sur un microinjecteur, et la nouvelle aiguille 
était remise à zéro au lambda avant d'être déplacée aux coordonnées (x,y) du site d'injection.  
 
Tableau II. Coordonnées stéréotaxiques des injections de 6-OHDA chez l'animal P15 
Coordonnées stéréotaxiques: 
(Lambda: 0,0,0) 
Injection unilatérale dans la SNc: 
x (rostrocaudal) = - 1,4 mm 
y (médiolatéral) =   0,0 mm 
z (dorsoventral) = - 4,0 mm 
 
 L'aiguille était ensuite lentement descendue à la coordonnée z du site d'injection 
(déplacement effectué sur 60s), en prenant garde à ne pas accrocher les méninges. S'il était 
impossible de passer l'aiguille sans accrochage, l'aiguille biseautée était installée à nouveau  afin 
de refaire une incision aux méninges de façon minimalement traumatique pour les tissus sous-
jacents. Une fois le site atteint avec l'aiguille non-biseautée, la 6-OHDA a été injectée à raison 
de 5μL/h  pour un volume total de 0,5μL, et l’aiguille a été maintenue en place 3min suivant la 
fin de l’injection pour permettre la diffusion du bolus. L’aiguille fut ensuite lentement retirée 
(déplacement effectué sur 60s) et la plaie refermée à l’aide de colle chirurgicale (Surgi-lock, 2-
octyl-cyanoacrylate).  
 
 Un prélèvement de tissu était ensuite effectué à l’oreille pour le génotypage et l'animal 
était subséquemment retourné à la cage chauffée, d'abord à l'écart de la portée pendant la 
solidification de la colle et son réveil, puis avec le reste de la portée. Une fois toute la portée 
injectée et présentant un niveau d'activité normal, les animaux étaient restitués dans la cage des 
parents jusqu'au sevrage (21 jours). Les cages expérimentales contenant les portées injectées ont 
été monitorées sans déplacer la cage 24 et 48h après la chirurgie. 
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 Afin de calibrer les coordonnées d'injection intranigrales chez le souriceau, un sous-
groupe d'animaux a reçu des injections d'encre noire en utilisant la même procédure, avec un 
temps d'induction d'anesthésie plus long, et ont été sacrifiés immédiatement après la chirurgie 
pour mettre au point les coordonnées d’injection.  
 
3. Chirurgie stéréotaxique chez la souris P60 – injections 
virales dans la SNc et la VTA 
  
 Les souris des groupes DAT-Cre+/- adultes ont reçu une injection d'AAV-EYFP à  602 
jours de vie, soit en une double injection dans chacune des SNc, ou en une simple injection à la 
ligne médiane au niveau de la VTA. Les injections ont été effectuées dans une salle semi-stérile 
dédiée, avec une durée de procédure de 30 à 60min par animal selon le nombre de sites à 
atteindre.  
  
 La solution contenant le virus fut préparée sous hotte biologique à partir d'un aliquot de 
virus rAAV2/Ef1a-DIO-EYFP (UNC GTC Vector Core, lot AV4842d, 4 x 1012 virions/ml) 
dilué à 1:4 dans une solution aqueuse à 0,9% de NaCl) et réparti dans des aliquots conservés à 
-80C. Au moment d'effectuer les chirurgies, l'aliquot contenant le virus était conservé sur glace 
jusqu'à son utilisation durant la chirurgie. Le système stéréotaxique utilisé était le même que 
celui utilisé pour les injections néonatales de 6-OHDA  (Harvard Apparatus), et utilisait les 
barres d'oreilles pour adultes pour fixer la tête de l'animal, une perceuse chirurgicale pouvant 
être fixée au bras du stétéotaxe, ainsi qu'un support à seringue Hamilton permettant une injection 
manuelle contrôlée au moyen d'une roulette. Une seringue hamilton (Hmlt700, Sigma-Aldrich) 
(volume de 10l, diamètre interne de 0,485m), à l'extrémité de laquelle était fixée une 
micropipette de verre, a été remplie d'huile minérale à l'aide d'une seringue modifiée. La 
micropipette était insérée à la pointe de la seringue et celle-ci était ensuite montée sur le support, 
prête à être fixée au stéréotaxe en cours de chirurgie. 
  
 L'animal à injecter a été anesthésié dans une chambre d'anesthésie avec un mélange d'air 
oxygéné à 3% d'isoflurane, jusqu'à l'obtention d'un patron de respiration caractéristique (1 
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respiration par seconde) et l'absence de réflexe de retrait. Il était ensuite placé sur l'appareil 
stéréotaxique et les barres de support ainsi que le masque étaient ajustés de façon à immobiliser 
la tête. La concentration d'isoflurane a été diminuée (1,5-2%) à partir de ce moment pour la 
durée de la chirurgie. De l'onguent lacrymal était ensuite appliqué sur les yeux de l'animal pour 
minimiser leur assèchement durant la chirurgie. Les poils ont été rasés au-dessus de la tête de 
l'animal et le site chirurgical a ensuite été badigeonné avec une solution de proviodine 10%. À 
l'aide d'une seringue d'un ml (calibre 31), une solution de 1mg/ml de Marcaïne (chlorhydrate de 
bupivacaïne) (diluée à partir d'une solution de Marcaïne à 5mg/ml dans du salin 0,9%) a été 
injectée en sous cutané au niveau de la tête à raison de 2l/g (2mg/kg, soit 60l de solution pour 
une souris de 30g). Après une attente de 60 secondes, une incision d'environ 1cm était pratiquée 
à l'aide d'un scalpel au niveau de la peau, jusqu'à 3mm derrière la ligne interoculaire, afin 
d'exposer le crâne. Le tissu conjonctif était gratté au scalpel de part et d'autre de l'incision, la 
surface du crâne était rincée au salin puis asséchée. Sous binoculaire, la pointe de la perceuse 
chirurgicale (mèche de 1mm) était ensuite placée au-dessus du bregma et les coordonnées du 
système stéréotaxique étaient mises à zéro. La pointe était ensuite déplacée au lambda afin de 
mettre le crâne de niveau (une différence de moins de 0,1mm entre la coordonnée z  
(dorsoventral) du bregma et du lambda est tolérée). Une fois le crâne mis à niveau, la pointe 
était déplacée à nouveau au bregma, les coordonnées stéréotaxiques étaient remises à zéro, et la 
pointe était éloignée du crâne dans l'axe des z (dorsoventral) et déplacée aux coordonnées (x,y) 
d'injection correspondant à la cible d'injection. 
 




Injection bilatérale  
dans la SNc : 
Injection unique à la ligne 
médiane dans la VTA : 
Volume d'injection : 0,8l  Volume d'injection : 0,4l 
x (rostrocaudal)  - 3,3 mm - 3,1 mm 
y (médiolatéral)   1,5 mm   0,0 mm 
z (dorsoventral)  - 4,0 mm - 4,5 mm 
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 La perceuse chirurgicale était mise en marche à vitesse maximale et le crâne était percé 
en descendant lentement la pointe dans l'axe des z, jusqu'à atteindre les méninges en faisant 
attention de ne pas déchirer celles-ci. Un second trou était pratiqué à cette étape si deux sites 
d'injections étaient prévus pour l'animal (injection bilatérale dans la SNc). La perceuse était 
ensuite retirée et remplacée par le support de seringue Hamilton contenant la seringue Hamilton 
et la micropipette remplies d'huile minérale. Après avoir fait tourner la roulette de l'injecteur 
pour vider l'air restant à l'extrémité de la micropipette de verre et vérifier le fonctionnement du 
système d'injection, un volume de virus plus grand que celui désiré pour l'injection était pipeté 
et déposé sur un morceau de parafilm et aspiré par la pipette en tirant manuellement le piston de 
la seringue. Sous binoculaire, la pipette de verre était ensuite positionnée au bregma, les 
coordonnées stéréotaxiques étaient mises à zéro et la seringue était déplacée aux coordonnées 
(x,y) du site d'injection. La seringue était ensuite lentement descendue à la coordonnée z de la 
structure ciblée (déplacement effectué sur 60s). Un temps d'arrêt de 120s était ensuite observé 
avant de démarrer l'injection, qui était faite à une vitesse approximative de 0,25l/min. Un temps 
d'attente de 5min était observé avant de faire remonter la seringue (déplacement effectué sur 
60s). Si un deuxième site devait être atteint, la roulette de l'injecteur était tournée pour vérifier 
le fonctionnement du système, puis les coordonnées (x,y) du second site d'injection étaient 
atteintes avec la seringue, et la seconde injection était pratiquée. Après retrait de la seringue du 
champ chirurgical, la peau de la tête était hydratée avec du normal salin et la plaie était refermée 
à l'aide de 3-4 points de sutures simples (Ethicon®, Cornelia, GA, USA). 
 
 Une injection sous-cutanée de solution de carprofène (dose de 5mg/kg et concentration 
de 50mg/ml) fut ensuite administrée en post-opératoire, dans un bolus de salin normal (0,1ml 
par 10g de poids) afin de réhydrater l'animal et d'offrir une analgésie post-opératoire. Les 
animaux furent monitorés jusqu'à leur réveil puis remis en cage avec une nacelle de suppléments 






4. Perfusion et fixation des cerveaux  
 
Les souris des groupes P15 ont été sacrifiées à 151 jours de vie, et les souris des groupes 
P90 ont été sacrifiées à 902 jours de vie. Les animaux des groupes P15 ont été anesthésiés 
profondément avec 0,25ml d’hydrate de chlorure (24mg/ml) injecté par voie intrapéritonéale, et 
les animaux des groupes P90 ont été anesthésiés avec une injection intrapéritonéale de 
pentobarbital (100mg/kg à concentration de 7mg/ml). Les animaux ont été maintenus sur une 
surface plane ventilée et une incision fut pratiquée sous la plaque sternale pour ouvrir la cage 
thoracique et exposer le cœur. Une aiguille reliée à une pompe à perfusion a ensuite été canulée 
dans le ventricule gauche et l’oreillette droite a été percée à l’aide d’une pince. L’animal a 
ensuite été perfusé au niveau du ventricule gauche avec environ 100ml de salin tamponné au 
phosphate (PBS), suivi de 100ml d'une solution aqueuse à 4% de paraformaldéhyde (PFA). Le 
débit de perfusion était ajusté afin d'obtenir un jet continu le plus faible possible, afin de 
minimiser le barotrauma au niveau de la microvascularisation et du parenchyme cérébral. Le 
cerveau a ensuite été prélevé en retirant d'abord la calotte crânienne, et conservé dans une 
solution aqueuse de 4% de PFA, à -20C.  
 
5. Coupe de cerveaux au cryostat 
 
Les cerveaux ont été transférés dans une solution aqueuse de sucrose (sucrose 300g/L, 
phosphate de sodium monobasique 5,382 g/L, phosphate de sodium dibasique anhydre 8,662g/L 
pour une période de deux jours, à une température de -20C, avant d’être coupés au cryostat en 
tranches coronales d’une épaisseur de 40μm. Les tranches obtenues ont été récupérées à partir 
de la partie la plus antérieure du striatum (en utilisant comme point de repère antéropostérieur 
l’apparition du forceps minor du corps calleux (FMI)), et réparties de façon sériée parmi six 
puits dans de l’antigel (glycérol, propylène glycol, phosphate de sodium monobasique anhydre 
1,57g/L, phosphate de sodium dibasique anhydre 5,45g/L, éthylène glycol 300ml/L et glycérol 
300ml/L d’H2O). Lorsque les tranches de mésencéphale contenant la SN étaient coupées, elles 
étaient placées dans une nouvelle série de six puits. Lorsque la SN était entièrement coupée 
(apparition des noyaux pontins (Pn) sur les tranches), le reste des puits ont reçu les coupes 
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subséquentes pour que tous les puits aient le même nombre de coupes, et le protocole de coupe 
prenait fin.  
 
6. Immunohistochimie anti-TH sur tranches cérébrales 
 
Pour chaque animal des groupes expérimentaux, un puits a été choisi au hasard parmi 
les six dans lesquels étaient réparties les tranches striatales, afin d'obtenir un échantillonnage 
d'une tranche toutes les six tranches pour l'entièreté du striatum de l'animal. Les tranches ont été 
rincées dans du tampon phosphate salin 0,01M (PBS) trois fois, puis incubées sous agitation 
durant 60min dans une solution de PBS (Triton X-100 0,3%, NaN3 0,02%, albumine de sérum 
bovin (BSA) 10,5%, sérum de chèvre 5%) afin de bloquer les liens non-spécifiques de 
l’anticorps primaire et de perméabiliser le tissu. Elles ont ensuite été incubées durant 24h dans 
une solution d’anticorps primaire (IgG anti-TH lapin, concentration de 1:2000) dans une 
solution de PBS (Triton X-100 0,3%, NaN3 0,02%, BSA 0,5%, sérum de chèvre 5%). Suite à 
un triple-rinçage au PBS, les tranches ont été incubées durant 120min dans la solution 
d’anticorps secondaire (Alexa488 lapin, ThermoFisher Laboratories, concentration de 1:500), 
rincées trois fois à nouveau, puis montées sur lames de microscope en utilisant 120μl de  milieu 
de montage (Fluoromount). Ce protocole d'immunohistochimie a par ailleurs été utilisé pour les 
tranches mésencéphaliques des animaux utilisés dans les manipulations préliminaires.  
 
7. Immunohistochimie double (anti-TH et anti-EYFP) sur 
tranches cérébrales  
 
Comme l'EYFP possède une fluorescence endogène (pic d'excitation à 512nm et 
d'émission à 529nm de longueur d'onde) et le fluorophore Alexa488 possède un pic d'excitation 
à 495nm et d'émission à 519nm de longueur d'onde (ThermoFisher Scientific), le fluorophore 
Alexa488, utilisé pour identifier la TH chez l'animal P15, a plutôt été utilisé pour identifier 
l'EYFP chez l'animal P90. La TH a donc été marquée avec le fluorophore Alexa546, qui présente 
un pic d'excitation à 556nm de longueur d'onde et un pic d'émission à 573nm de longueur d'onde 
(ThermoFisher Scientific). Ainsi, tout signal capté avec une exitation à 488nm chez l'animal 
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P90 correspondait à la présence d'EYFP, soit par fluorescence endogène ou par 
immunofluorescence.  
 
Pour chaque animal, un puits a été choisi au hasard parmi les six puits contenant les 
tranches striatales. Les tranches ont été rincées dans du tampon phosphate salin 0,01M (PBS) 
trois fois, puis incubées sous agitation durant 60min dans une solution de PBS (Triton X-100 
0,3%, NaN3 0,02%, BSA 10,5%, sérum de chèvre 5%) afin de bloquer les liens non-spécifiques 
des anticorps primaires et de perméabiliser le tissu. Elles ont ensuite été incubées durant 24h 
dans une solution de PBS (Triton X-100 0,3%, NaN3 0,02%, BSA 0,5%, sérum de chèvre 5%) 
contenant deux anticorps primaires (IgG anti TH lapin à concentration de 1:2000 et IgG anti-
GFP poulet à concentration de 1:2000). Suite à un triple-rinçage au PBS, les tranches ont été 
incubées durant 120min dans la solution d’anticorps secondaires (Alexa546 lapin à 
concentration de 1:500 et Alexa488 poulet à concentration de 1:500), rincées trois fois à 
nouveau, puis montées sur lames de microscope en utilisant 120μl de  milieu de montage 
(Fluoromount). 
 
8. Immunohistochimie DAB sur tranches de mésencéphale  
 
Pour les décomptes des neurones mésencéphaliques TH+ des groupes P15 et P90, un 
puits parmi les six puits contenant les tranches mésencéphaliques a été sélectionné au hasard, 
pour chaque animal. Les tranches de ce puits ont été rincées dans du PBS 0,01M durant 10min, 
puis dans du PBS 0,01M contenant 0,9% de H2O2 durant 10min pour inactiver la peroxydase 
endogène, et rincées à nouveau 3x10min dans du PBS 0,01M. Les tranches ont ensuite été 
incubées durant 48 heures à 4°C dans l’anticorps primaire (anti-TH lapin 1:1000) dilué dans du 
PBS 0,01M contenant 0,3% de Triton X-100 et 0,02% de NaN3, puis rincées trois fois dans le 
PBS. Les tranches ont ensuite été incubées dans l’anticorps secondaire biotinylé (Biotin-SP 
Chèvre anti-lapin à concentration de 1:200 dans du PBS 0,01M 0,03% Triton X-100).  Suite à 
un triple-rinçage au PBS, les tranches ont été incubées durant 3 heures à température pièce dans 
la streptavidine-peroxidase de raifort (streptavidin HRP, diluée à  1:200 dans du PBS 0,01M 
0,03% Triton X-100).  Suite à un rinçage (3x10min) au PBS et à un rinçage de 1min dans du 
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tampon acétate (acétate de sodium 27,216g/L, acide acétique glacial 11,5ml/L  les tranches sont 
transférées pour 120 secondes dans des puits contenant la solution réactive DAB (3,3’-
diaminobenzidine 0,5mg/ml, glucose oxydase 0,5mg/ml, sulfate de nickel ammoniacal 
25mg/ml, β-D-Glucose 2mg/ml, chlorure d’ammonium 0,4mg/ml dans du tampon acétate 
(acétate de sodium 27,216g/L, acide acétique glacial 595μl/L d’H2O)). Les tranches ont ensuite 
immédiatement été rincées 10min dans du tampon acétate, montées sur lames et laissées à sécher 
pour 12 heures. Pour dégraisser les coupes et effectuer une contre-coloration, les lames ont 
ensuite été submergées dans des bains successifs d’H2O (2x2min), de solution de crésyl violet 
préchauffée à 37C (1x2min), d’éthanol (50% 1x1min, 70% 1x1min, 90% 1x1min, 100% 
2x1min), d’isopropanol (1x1min) et de xylène (2x2min) avant d’être scellées avec le milieu de 
montage (Permount). La solution de crésyl violet a été préalablement préparée à une 
concentration de 0,5% dans de l'H2O, puis filtrée et entreposée à -20C.  
 
Pour les décomptes des neurones mésencéphaliques EYFP+, un second puits parmi les 
six contenant les tranches mésencéphaliques de chaque animal a été sélectionné au hasard. Le 
protocole d'immunohistochimie DAB contre l'EYFP utilisait alors l'anticorps primaire anti-GFP 
lapin (1:5000) dans du PBS 0,01M contenant 0,3% de Triton X-100 et 0,02% de NaN3, et le 
même anticorps secondaire (Biotin-SP chèvre anti-lapin à concentration de 1:200 dans du PBS 
0,01M 0,03% Triton X-100), en suivant essentiellement les mêmes étapes que pour 
l'immunohistochimie DAB contre la TH décrite ci-haut, à l'exception d'un temps de réaction 
dans la solution réactive DAB réduit à 30 secondes en raison d'une coloration plus rapide.  
 
9. Quantification du signal par microscopie confocale :  
 
Afin de d'évaluer l'effet de la perte cellulaire au niveau des populations neuronales 
dopaminergiques du mésencéphale sur l'arborisation axonale des neurones survivants, un 
échantillonnage des tranches coronales du vSTR et du dSTR a été effectué lors de la coupe des 
cerveaux au cryostat, à raison d'une tranche pour six, à intervalle réguliers. Les tranches ont 
ensuite été immunomarquées pour la TH ou pour la TH et l'EYFP, tel que décrit précédemment, 
et analysées par imagerie en microscopie confocale, à grossissement 20X. Pour chaque tranche 
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de l'échantillon, de 1 à 6 champs (0,9mm2 de surface par champ) furent analysés dans le dSTR 
droit et gauche, et de 1 à 2 champs dans le vSTR droit et gauche, selon la surface des structures 
sur la tranche (figure 15). Pour un même animal, sur une même tranche, les champs sélectionnés 
à droite et à gauche étaient en nombre égal et d'emplacement anatomique équivalent, et d'un 
animal à l'autre, les tranches homologues comprenaient un même nombre de champs répartis 
aux emplacements anatomiques homologues.  
 
Le microscope confocal utilisé était le modèle FV1000 de Olympus, opéré par le logiciel 
FV-10 ASW 3.1. Pour les acquisitions servant à l'analyse, un objectif de grossissement 20X à 
immersion aqueuse a été utilisé afin de pouvoir imager une plus grande proportion de la surface 
des tranches. Pour les figures, une série d'acquisitions a été effectuée chez certains animaux en 
utilisant un objectif de grossissement 60X à immersion à l'huile. Les paramètres d'acquisitions 
étaient gardés constants pour les échantillonnages de tranches qui avaient été immunomarqués 
ensemble, et déterminés en fonction de l'animal démontrant l'intensité de signal la plus élevée, 
de façon à éviter la saturation du capteur.  
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Figure 15. Échantillonnage striatal pour quantification en microscopie confocale 
 
(Figure 15) Illustration de la répartition anatomique des champs d'acquisitions en microscopie 
confocale au niveau du dSTR et du vSTR, pour trois niveaux de tranches coronales 
(coordonnées antéropostérieures en regard du bregma indiquées à gauche). Dans la colonne de 
gauche, l'emplacement des champs est illustré par des carrés en pointillé sur la planche 
neuroanatomique du niveau correspondant, tirée de l'atlas The Mouse Brain in Stereotaxic 
Coordinates (Franklin & Paxinos, 2008). Les deux colonnes de droite présentent à titre 
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d'exemple l'imagerie confocale résultante pour le signal TH (488nm) à grossissement 20X, des 
côtés contralésionnel (CTRL) et ipsilésionnel (6-OHDA), chez un animal du groupe P15 DAT-
Cre+/- (injection unilatérale de 0,5l de solution de 6-OHDA à concentration de 0,25g/l dans 
la SNc à 5 jours de vie).  
 
 
10. Décomptes neuronaux manuels et stéréologiques :  
   
Afin d'évaluer l'étendue de la lésion nigrale suite à l'injection de 6-OHDA, le nombre de 
neurones survivants dans la SN a d’abord été estimé par comptes manuels en utilisant le logiciel 
ImageJ (fonction de compteur d’objets). Les zones considérées comme faisant partie de la SN 
et de la VTA des animaux P15 ont été tracées manuellement en utilisant pour référence les 
planches de la souris P6 de l'atlas neuroanatomique Atlas of the Developing Mouse Brain, 
(Paxinos et al., 2006). Des comptes manuels ont été effectués sur ces zones. Une telle 
quantification, bien que sujette aux biais d’utilisateur, était nécessaire à titre indicatif avant de 
commencer l’analyse stéréologique des cerveaux injectés avec la dose choisie. De plus, 
puisqu'aucun atlas pour les animaux P15 n'était disponible, l'atlas pour les animaux P6 a été 
choisi puisque plus approprié que l'atlas pour la souris adulte. 
  
Pour les comptes stéréologiques, un échantillonnage d'une tranche sur six tranches de 
mésencéphale contenant la SNc/VTA a été effectué, ce qui a produit six tranches par animal. La 
SNc et la VTA ont été délimitées manuellement à l'aide du logiciel Stereo Investigator (MBF 
Bioscience), en utilisant pour référence l'atlas neuroanatomique correspondant à l'âge des souris 
étudiées (Atlas of the Developing Mouse Brain (Paxinos et al., 2006) pour les souris P15 et The 
Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates (Franklin & Paxinos, 2008) pour les souris P90). Les 
paramètres de stéréologie retenus étaient de 40m d'épaisseur de tranche, 10m de profondeur 
pour le champ de comptage (optical fractionator), un cadre de comptage de 50m par 50m et 
une grille d'échantillonnage de 100m par 100m pour les animaux P15 et de 150m par 150m 
pour les animaux P90. Une grille d'échantillonnage plus serrée a été utilisée pour les animaux 
P15, car les coefficients M1 de Gundersen, utilisés pour évaluer la validité statistique du calcul 
stéréologique, n'étaient pas inférieurs à 0,10 (valeur seuil) avec une grille de 150m par 150m. 
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Par ailleurs, pour tous les animaux étudiés, les coefficients M1 de Gundersen étaient inférieurs 
ou égaux à 0,10 dans les structures de référence (structures non lésées et structures cibles de 
transfection), ce qui valide les comptes obtenus. Une explication du calcul du coefficient de 
Gundersen ainsi qu'un tableau des résultats des comptes stéréologiques et de leurs coefficients 
correspondants sont présentés en annexe. 
 
Le microscope utilisé pour les comptes stéréologiques était un Leica DMRE associé au 
logiciel Stereo Investigator V.9 et une caméra CX9000 (MBF Bioscience). Un objectif à 
grossissement 10X sans immersion a été utilisé pour la navigation et le traçage, et un objectif à 
grossissement 100X à immersion dans l'huile a été utilisé lors des comptes neuronaux.  
 
11. Analyse des données :  
 
 Afin d'estimer le volume de terminaisons axonales dopaminergiques dans le striatum, 
les images acquises en microscopie confocale pour l'échantillonnage striatal d'un animal ont 
d'abord été traitées en utilisant le logiciel ImageJ (NIH, v.1.49r) en les convertissant en format 
8bits (valeurs de 0 à 256 pour chaque pixel). Puis, pour chaque groupe d'animaux ayant été 
immunomarqués ensemble, une valeur de bruit de fond a été déterminée en faisant la moyenne 
des valeurs maximales des pixels situés à l'extérieur des structures exprimant la TH (striosomes, 
corps calleux et commissure antérieure), mesurées dans un échantillonnage aléatoire de 10% 
des images à analyser. Les valeurs de bruit de fond obtenues pour chaque groupe 
d'immunomarquage ont été soustraites aux valeurs de pixel de toutes les images du groupe 
correspondant. À partir de cette étape, un pixel de valeur supérieure à 0 a été considéré comme 
contenant un signal fluorescent correspondant à la cible de l'immunomarquage (TH ou EYFP), 
et il a été possible de calculer la proportion (𝑝𝑛) de signal attribuable aux terminaisons axonales 
marquées pour chaque image n.  
 
 Chaque structure (dSTR ipsilésionnel, vSTR ipsilésionnel, dSTR contralésionnel, vSTR 
contralésionnel) étant évaluée par 1 à 5 images (n), la moyenne des superficies de signal (?̅?𝑝) 
de toutes les images de la structure a été calculée pour cette structure à l'intérieur d'une tranche 
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donnée. Par exemple, pour une tranche de l'échantillonnage antéropostérieur contenant quatre 
champs dans le dSTR gauche (𝑛 = 4), quatre champs dans le dSTR droit (𝑛 = 4), deux champs 
dans le vSTR gauche (𝑛 = 2),  et deux champs dans le vSTR droit (𝑛 = 2), quatre moyennes 
?̅?𝑝 ont été calculées selon la formule 







 Pour les quatres structures, les ?̅?𝑝 ont été calculées sur chaque tranche de 
l'échantillonnage. Pour rapporter les proportions à une surface (en mm2), l'aire (a) des structures 
a été mesurée dans le logiciel ImageJ à partir de reconstructions d'images des tranches en 
microscopie à contraste de phase, acquises après avoir effectué les acquisitions en microscopie 
confocale et à épifluorescence. Pour chaque structure, la ?̅?𝑝 d'une tranche a été multipliée par 
l'aire (a) de la structure sur la tranche afin d'obtenir une estimation de la surface (en mm2) 
attribuable au signal sur cette tranche (as). En considérant que chaque tranche coronale de 
l'échantillon, coupée à une épaisseur de 40m, représentait les 5 tranches suivantes (240m 
d'épaisseur pour les 6 tranches), les valeurs as  pour chaque structure ont été rapportées sur un 
graphique selon la position des tranches correspondantes dans l'axe antéropostérieur (en mm), 
et une aire sous la courbe a été mesurée pour obtenir une estimation du volume total attribuable 
au signal (vs) dans chaque structure.   
 
 Ensuite, en rapportant le volume de signal TH (vs) dans le dSTR au nombre de neurones 
DA estimé par stéréologie dans la SNc et en rapportant le volume de signal TH (vs) dans le 
vSTR au nombre estimé de neurones DA dans la VTA pour chaque animal, le volume moyen 
de signal attribuable à un seul neurone a été déterminé pour chacun des groupes neuronaux. 
Cette valeur a été utilisée pour estimer le volume moyen de l'arborisation axonale dans la SNc 
et la VTA. Enfin, la même démarche a été employée pour analyser les données obtenues avec 
les immunomarquages pour l'EYFP chez les groupes d'animaux P90 DAT-Cre+/- transfectés par 
l'AAV2-EYFP, en utilisant les images du signal EYFP dans le striatum et les comptes 
stéréologiques mésencéphaliques des séries de tranches ayant reçu un immunomarquage DAB 
contre l'EYFP.  
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12. Analyses statistiques :  
 
 Pour chaque groupe d'animaux étudiés, la recherche de données aberrantes parmi les 
valeurs des comptes neuronaux TH+ du côté contralésionnel a été effectuée avec un test de 
Grubbs (extreme studentized deviate), et les animaux comportant des données aberrantes (seuil 
de signification fixé à 𝑝 < 0,05) ont été rejetés. Cette recherche de données aberrantes avait 
pour but de retirer des analyses les animaux comportant un nombre significativement différent 
de neurones TH+ dans le mésencéphale, soit constitutivement, soit secondairement à une 
coloration ou un compte ayant porté problème. Un animal du groupe P15 WT (animal 6) a été 
retiré des analyses subséquentes, car la SNc contralésionnelle comportait trop peu de neurones 
dopaminergiques. Aucun autre animal n'a été rejeté des analyses selon ce critère. 
 
 Par ailleurs, le projet requérant des animaux ayant subi une lésion partielle significative 
de la SNc, le pourcentage de survie neuronale dans la SNc ipsilatérale en regard de la SNc 
contralatérale du même animal a été calculé afin d'exclure les animaux n'ayant pas subi de lésion 
significative pour la suite des analyses portant sur la croissance compensatoire. Une valeur seuil 
de 85% de survie des neurones de la SNc suite à l'injection de 6-OHDA a été retenue pour 
exclure les animaux à lésion trop faible. Un animal du groupe P15 DAT-Cre+/- (animal 14) a été 
rejeté selon ce critère pour les analyses portant sur la compensation. De plus, pour ce qui est de 
l'analyse utilisant les transfections virales d'AAV2-EYFP, seuls les animaux présentant le patron 
de transfection désiré ont été retenus pour l'analyse, soit les animaux présentant une transfection 
virale d'AAV2-EYFP (immunomarqués à la DAB pour l'EYFP) de moins de 10% des neurones 
dopaminergiques (immunomarqués à la DAB pour la TH) de la structure non-ciblée, du côté 
ipsilésionnel. Les animaux 20 et 21, ainsi que les animaux 26 et 28, ont été rejetés de ces 
analyses en fonction de ce critère.  
 
 Pour un même groupe d'animaux, des tests de Student bilatéraux et pairés pour le ratio 
ont été réalisés pour les valeurs absolues de comptes neuronaux et les valeurs de volume de 
signal (vs) dans le striatum, en pairant les valeurs controlatérales et ipsilatérales d'un même 
animal. Le test de Student était de type paramétrique (assumant une courbe de distribution 
 79 
gaussienne) et pairé pour le ratio. Le seuil de signification a été fixé à 𝑝 < 0,05 afin de rejeter 
l'hypothèse nulle de l'absence de différence entre les côtés contralésionnel et ipsilésionnel d'un 






Dans un premier temps seront présentés les résultats obtenus quant à la mise au point 
des techniques utilisées pour le projet, soit l'identification des coordonnées stéréotaxiques 
d'injection intranigrales chez le souriceau P5, ainsi que la dose de 6-OHDA à utiliser pour 
obtenir une lésion partielle. Dans un second temps seront rapportés les résultats relatifs à la 
caractérisation du modèle. Ces résultats seront présentés en trois sections: d'abord, l'obtention 
d'une lésion partielle chez l'animal P15 (WT et DAT-Cre+/-) et le résultat au niveau du striatum 
sur le signal TH, ensuite, les résultats similaires obtenus chez l'animal adulte (P90, WT et DAT-
Cre+/-) et enfin, le résultat de la transfection virale d'AAV-EYFP chez l'animal adulte avec une 
lésion nigrale unilatérale, subdivisé en deux sous-groupes: un sous-groupe d'animaux P90 DAT-
Cre+/- ayant reçu une  transfection ciblant la SNc, et un autre sous-groupe ayant reçu une 
transfection ciblant la VTA. Dans un troisième temps, une sélection des animaux des sous-
groupes transfectés présentant une transfection idéale sera analysée plus en détail quant à 
l'innervation respective des neurones de la VTA et de la SNc suite à la lésion.   
 
Identification des coordonnées stéréotaxiques d’injection 
  
 La vérification du site d’injection a été faite en injectant de l’encre chez un groupe 
d'animaux P5 en utilisant Atlas of the Developing Mouse Brain (Paxinos et al., 2006) pour 
déterminer les coordonnées de départ, en utilisant les planches anatomiques coronales d'un 
animal de 6 jours de vie (P6). Tel que décrit précédemment, les animaux étaient immédiatement 
sacrifiés, leurs cerveaux étaient coupés en tranches coronales au microtome à lame vibrante, et 
les tranches de mésencéphale étaient immunomarquées contre la TH. Des images prises au 
microscope à épifluorescence sur quelques animaux ont permis d'ajuster les coordonnées 
stéréotaxiques afin d'obtenir une injection intranigrale latérale évitant la VTA (figure 16). Une 





Figure 16. Recherche des coordonnées d'injection stéréotaxique pour la lésion intranigrale chez 
le souriceau à 5 jours de vie  
  
(Figure 16) Reconstruction illustrant l’emplacement de la lésion (encre, en gris) par rapport à la 
SNc (immunomarquage contre la TH, en noir), à partir d’images acquises en microscopie à 
épifluorescence (objectif 20X, microscope Nikon Eclipse TE200, caméra Hamamatsu, logiciel 
d'acquisition Micro-Manager v1.4) superposées à des images acquises en champ clair sur le 
même miscroscope. Barre verticale rouge: centre du tracé de l’aiguille. Les coordonnées 
stéréotaxiques utilisées ont été obtenues à partir de Atlas of the Developing Mouse Brain 
(Paxinos et al., 2006), et correspondaient à (x = 1,2mm, y = 0,0mm, z = -4,0mm), en utilisant le 
point de confluence de la suture lambdoïde comme origine.   
 
Identification de la dose de 6-OHDA permettant une lésion partielle de la 
SNc chez la souris P5  
  
 Plusieurs concentrations et volumes d'injection de solution de 6-OHDA ont été 
considérés pour arriver à créer une lésion d’environ 50% de la population dopaminergique 
nigrale du côté lésé. Tel que mentionné précédemment, il existe plusieurs protocoles différents 
utilisant la 6-OHDA en l’injectant à divers endroits, soit dans le striatum, dans le MFB, dans le 
ventricule latéral ou enfin directement dans la SNc ou la VTA (Alvarez-Fischer et al., 2008; 
Breese et al., 2005; Cunha et al., 2002; Simola & Morelli, 2007; Yamazoe, Takeushi, 
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Matsushita, Kawano, Sawada, et al., 2001; Yamazoe, Takeushi, Matsushita, Kawano, & 
Sawada, 2001), impliquant des concentrations et des volumes différents selon la méthode 
utilisée, l’espèce, la souche, ainsi que le taux de lésion souhaité. Chez la souris, le taux de lésion 
avec plusieurs méthodes publiées est habituellement supérieur à 70% et a été obtenu chez des 
animaux de 25g et plus, avec une dose de 6-OHDA correspondant en moyenne à [3 à 6μg/μl] x 
(1-2μl) (Thiele et al., 2011). Un volume initial de 1μl de solution de 6-OHDA [6μg/μl] a donc 
été choisi comme point de départ. Le volume injecté a ensuite été réduit de moitié, car le bolus 
diffusait dans la VTA adjacente et atteignait ces neurones dopaminergiques, ce qui n’était pas 
désiré. Pour un volume injecté de 0,5μl, des concentrations de 6 μg/ml, 3 μg/ml, 1,5 μg/ml, 0,5 
μg/ml, 0,25 μg/ml, 0,10 μg/ml et 0,05 μg/ml ont été évaluées. Les concentrations de 1,5 μg/ml 
et plus éliminaient plus de 95% des neurones ipsilatéraux au site d’injection, et une 
concentration de 0,05 μg/ml n’engendrait pas de lésion visible. 
 
 La figure 17 illustre l’étendue des lésions pour les concentrations de 0,5, 0,25 et 0,1 
μg/ml. À une concentration de 0,25 μg/ml, la lésion de la SNc était visible, mais partielle, et la 
VTA semblait très peu atteinte, le signal TH sur les tranches de striatum étant par ailleurs 
moindre, suggérant une perte de l'innervation dopaminergique dans cette structure. Par ailleurs, 
des comptes neuronaux manuels ont été effectués sur des sections avec immunomarquage DAB 
contre la TH, en utilisant le logiciel ImageJ (NIH), afin d'estimer quantitativement l'importance 
de la lésion, exprimée en pourcentage de survie par rapport au côté contralésionnel. Ces résultats 
préliminaires ont permis de sélectionner la dose de 0,25 μg/ml pour les expériences 
subséquentes. La figure 18 présente un exemple de compte neuronal manuel en utilisant le 
logiciel, et le tableau IV présente les résultats des comptes neuronaux de la SNc pour six 
animaux classés en fonction de leur génotype et de la dose de 6-OHDA administrée. 
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Figure 17. Identification de la dose de 6-OHDA permettant une lésion nigrale partielle 
 
(Figure 17) Recherche prospective d’une dose de 6-OHDA permettant d’obtenir une lésion 
partielle de la SNc et du striatum. (a) Reconstructions de coupes mésencéphaliques à différents 
niveaux antéropostérieurs de la SN, illustrant l’étendue de la perte de neurones dopaminergiques 
dans la SNc suite à l’injection de 0,5µl de 6-OHDA à concentrations de 0,5 µg/µL (1), 0,25 
µg/µL (2) et 0,1 µg/µL (3) chez des souris C57/Bl6. Tranches immunomarquées contre la TH, 
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enzyme de synthèse des catécholamines, sur tranches de 100µm d’épaisseur photographiées par 
microscopie à épifluorescence (excitation à 488nm) à grossissement 10X (microscope Nikon 
Eclipse TE200, caméra Hamamatsu, logiciel d'acquisition Micro-Manager v1.4). (b) 
Reconstructions de coupes striatales caudales (4)(5)(6), illustrant l’étendue de la perte des 
terminaisons axonales dopaminergiques dans le dSTR chez les animaux correspondants à (1), 
(2) et (3) respectivement. Immunomarquage contre la TH sur tranches de 100µm d’épaisseur, 
acquisitions au microscope à épifluorescence (488nm) avec objectif 10X. Tous les animaux ont 
été injectés dans l’hémisphère gauche à 51 jours de vie et les cerveaux prélevés à 151 jours 
de vie après perfusion transcardiaque avec une solution de salin suivie d’une solution de 4% de 
PFA.    
  
  
 Le génotype des animaux n'étant connu qu'après l'injection, une seule dose devait être 
retenue pour permettre l'obtention d'une lésion partielle tant chez l'animal DAT-Cre+/- que 
l'animal WT. Tel que mentionné précédemment, il était attendu que l'animal DAT-Cre+/- puisse 
être moins vulnérable à la 6-OHDA que l'animal sauvage, ce qui sera évalué ci-après.  
 
Figure 18. Décomptes neuronaux préliminaires 
 
(Figure 18) Exemple de comptes cellulaires manuels avec le logiciel ImageJ (NIH) sur une 
tranche de 40μm avec un immunomarquage DAB pour la TH. Images prises en champ clair 




Tableau IV. Résultats des décomptes neuronaux préliminaires  
 
  
Animal A B C D E F 






Génotype DAT-Cre+/- WT DAT-Cre+/- WT 
Nombre de tranches 
utilisées 
6 6 6 6 5 8 
Neurones comptés 
du côté sain (SNc) 
770 877 817 721 517 913 
Neurones comptés 
du côté lésé (SNc) 
482 712 223 122 341 360 
Taux de survie 63% 81% 27% 17% 66% 39% 
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Influence du génotype sur le taux de survie des neurones TH suivant une 
injection de 0,5μl de solution de 6-OHDA à concentration de 0,25 μg/ml   
  
 La figure 19 illustre l’étendue des lésions pour les 4 premiers animaux injectés à une 
concentration de 0,25 μg/ml. Les animaux ont été séparés selon leur génotype. 
 
Figure 19. Exemples de lésions nigrales obtenues chez la souris P15 DAT-Cre+/- et WT 
 
(Figure 19) Des souris exprimant la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur du DAT ont 
été étudiées en prévision d’expériences subséquentes faisant appel à l’injection de traceurs 
sélectifs pour le marquage des neurones dopaminergiques. Reconstruction de coupes 
mésencéphaliques à différents niveaux antéropostérieurs de la SN prélevées chez des souris P15 
préalablement injectées à P5 avec 0,5 μL de 6-OHDA 0,25 µg/µL dans la SNc gauche. 
Échantillonnage d’une tranche à toutes les six tranches, d’épaisseur de 40μm, destiné au 
comptage stéréologique, avec immunomarquage contre la TH révélé au 3,3'-diaminobenzidine 
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(DAB). Images acquises en champ clair à grossissement 4X à des fins prospectives avant le 
comptage (microscope Nikon Eclipse TE200, caméra Hamamatsu, logiciel d'acquisition Micro-
Manager v1.4). 
  
 En considérant les images de la figure 19 et les comptes du tableau IV, on remarque que 
les animaux WT semblent en effet plus vulnérables à une même dose de 6-OHDA que les 
animaux hétérozygotes DAT-Cre+/-, ce qui s'explique probablement par des niveaux 
d’expression de DAT plus bas chez la souris DAT-Cre+/- hétérozygote et donc un transport 
diminué de 6-OHDA, qui nécessite d’emprunter ce transporteur pour entrer dans les neurones 
dopaminergiques et causer une augmentation du stress oxydatif, une activation des caspases et 
la mort cellulaire (Tanaka, Ogawa, & Asanuma, 2006). Nous avons provisoirement retenu la 
dose de 0,5μl de solution de 6-OHDA à concentration de 0,25 μg/ml, car elle produisait une 
lésion partielle tant chez l'animal WT que l'animal DAT-Cre+/-, et avons donc groupé les 
animaux selon leur génotype pour étudier l’impact de ce facteur sur l’étendue de la lésion. La 
dose choisie aurait pu être révisée une fois les premiers comptes stéréologiques obtenus, ce qui 
ne s'est pas avéré être nécessaire puisqu'une perte suffisante des neurones TH+ de la SNc a été 
obtenue tant chez les animaux WT que les animaux DAT-Cre+/-. 
 
Lésion Partielle de la SNc – Groupe P15 
  
 Dans les prochaines sections, nous détaillerons les résultats obtenus dans chacun des 
groupes expérimentaux, soit le groupe P15 (animaux sacrifiés 10 jours post-lésion), et le groupe 
P90 (animaux sacrifiés 85 jours post-lésion), séparés en sous-groupes selon le génotype. Dans 
un premier temps, un groupe de 14 animaux (7 animaux WT et 7 animaux DAT-Cre+/-) furent 
sacrifiés à 15 jours de vie, après avoir reçu une dose de 0,5μL de 6-OHDA à concentration de 
0,25 μg/μl en injection intraparenchymateuse dans la SNc gauche. La figure 20 illustre les 
résultats obtenus en microscopie au niveau du striatum et du mésencéphale de ces animaux. Les 
résultats des animaux P15 WT seront ensuite présentés, suivis des résultats des animaux P15 
DAT-Cre+/-. 
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Figure 20. Effet de l'injection unilatérale de 6-OHDA dans la SNc gauche dans le groupe 
d'animaux P15 (WT et DAT-Cre+/-) 
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(Figure 20, page précédente) Illustration du résultat de l'injection intranigrale unilatérale de 6-
OHDA dans la SNc gauche dans le groupe d'animaux P15. Après injection unilatérale de 6-
OHDA dans la SNc à P5, les animaux ont été sacrifiés à 15 jours de vie pour étudier l'effet de 
la lésion nigrale unilatérale sur l'innervation dopaminergique striatale. La figure 20 montre 
l'effet de cette injection chez un animal type du groupe WT (animal 4), ainsi que un animal 
DAT-Cre+/- (animal 8). Le panneau A montre des acquisitions en microscopie confocale à 
grossissement 60X au niveau du dSTR (rangée supérieure) et du vSTR (rangée inférieure), du 
côté contralésionnel (CTRL) et ipsilésionnel (6-OHDA), pour le signal TH (546, présenté en 
valeurs de rouge). Chaque image du panneau A comporte un agrandissement d'un facteur de 4X 
d'une portion de la même image, dont la position est indiquée sur l'image dSTR (CTRL) par un 
encadré pointillé (l'échelle de 100m correspond donc à 25m dans les agrandissements). Le 
panneau B montre, pour chaque animal, la reconstruction de la tranche du striatum utilisée pour 
effectuer les acquisitions du panneau A, et indique par des encadrés pointillés l'emplacement 
approximatif des acquisitions présentées en A. La reconstruction a été effectuée en microscopie 
à épifluorescence à grossissement 4X, pour le signal TH. Le panneau C montre la reconstruction 
d'une tranche du mésencéphale pour les trois animaux présentés, à partir d'images obtenues en 
microscopie à épifluorescence à grossissement 4X (microscope Nikon Eclipse TE200, caméra 
Hamamatsu, logiciel d'acquisition Micro-Manager v1.4). Le panneau D montre les 
reconstructions à partir d'images obtenues en microscopie en champ clair à grossissement 4X 
des tranches de mésencéphale des trois animaux présentés, avec une immunohistochimie DAB 
contre la TH, ces coupes ayant servi aux comptes stéréologiques effectués. 
 
Dans la figure 20, au panneau A, une diminution de la quantité de signal TH est 
perceptible dans le dSTR du côté lésé (6-OHDA), tant chez l'animal WT que l'animal DAT-
Cre+/-, mais semble toutefois plus importante chez l'animal WT. Une telle diminution n'est pas 
perçue au niveau du vSTR. Le panneau B montre essentiellement les mêmes observations en 
microscopie à épifluorescence (le contraste a été augmenté pour visualiser le signal). Le panneau 
C montre une des tranches utilisées pour les comptes stéréologiques, et la perte partielle de la 
population TH+ de la SNc ipsilésionnelle (6-OHDA), tant chez l'animal WT que l'animal DAT-
Cre+/-. 
 
 Il est apparu important de présenter d'abord le détail des données par animal, suivi de 
l'analyse des mesures pour le groupe, afin d'illustrer de façon plus explicite l'effet de chaque 
lésion sur le striatum de l'animal correspondant, et de distinguer les animaux à rejeter des 
analyses. Les résultats de chaque groupe expérimental seront donc présentés dans cette 
séquence, et un résumé des principaux résultats conclura la présente section. Le graphique 1 
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présente les résultats obtenus chez le groupe  P15 WT quant aux estimations de surface de signal 
TH dans le striatum et au nombre de neurones TH+ du mésencéphale correspondants. 
 
Graphique 1. Lésion de la SNc et effet sur le signal TH striatal – Groupe P15 WT 
(Graphique 1) Résultats de l'injection unilatérale de 0,5l de 6-OHDA à une concentration de 
0,25g/l dans la SNc pour les 7 animaux WT sacrifiés à 15 jours de vie. Les animaux sont 
présentés individuellement pour illustrer l'effet de chaque lésion mésencéphalique sur le 
striatum correspondant. Pour chaque animal, le graphique du haut illustre l'estimation de la 
surface de signal TH dans le dSTR et le vSTR, des côtés ipsilésionnel (rouge) et contralésionnel 
(gris), avec en ordonnées la distance (en mm) caudalement à l'extrémité du bulbe olfactif 
(Paxinos et al., 2006) correspondant à la tranche retenue dans l'échantillonage, et en abscisses 
la surface de signal TH estimée au niveau de cette tranche du striatum (en mm2). Le graphique 
du bas illustre les comptes neuronaux obtenus par stéréologie pour la SNc et la VTA du côté 
ipsilésionnel (rouge) et contralésionnel (gris). L'analyse du signal TH dans le striatum a été 
réalisée à partir d'images en microscopie confocale à grossissement 20X sur un échantillonnage 
d'une tranche sur six de tout le striatum, avec immunomarquage contre la TH (excitation à 
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488nm de longueur d'onde). Les comptes neuronaux ont été effectués par stéréologie sur un 
échantillonnage d'une tranche sur six de la SNc/VTA, avec un immunomarquage DAB contre 
la TH et une coloration de Nissl.  
 
Le graphique 1 illustre la différence entre les valeurs estimées de la surface de signal TH 
dans le striatum des animaux P15 WT, et on observe que la différence de l'aire sous la courbe 
des valeurs de surface entre côtés lésé et non-lésé du dSTR est plus importante chez les animaux 
ayant subi une perte plus importante de neurones TH+ dans la SNc. De plus, on remarque une 
certaine atteinte de la VTA de tous les animaux, ne se traduisant par une diminution visible du 
signal TH dans le vSTR que chez les animaux 1 et 7.  Le graphique 2 illustre les valeurs 
moyennes obtenues pour le groupe P15 WT quant à la survie neuronale et au volume estimé de 
signal TH dans le striatum, obtenu en faisant une aire sous la courbe des valeurs de surface pour 
tous les animaux.  
 
Graphique 2. Survie des neurones TH+ dans la SNc et la VTA et volume de signal TH dans le 
dSTR et le vSTR – Groupe P15 WT 
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(Graphique 2, page précédente) Représentation du nombre moyen de neurones TH+ dans la SNc 
(en haut, à gauche) et dans la VTA (en haut, à droite), ainsi que du volume moyen, en mm3, de 
signal TH dans le dSTR (en bas, à gauche) et le vSTR (en bas, à droite), pour le groupe 
d'animaux P15 WT. Le volume total de signal TH dans le striatum a été estimé tel que 
précédemment décrit dans la section Matériel et méthodes. Les résultats de chaque animal sont 
représentés par un point, et les barres d'erreur représentent l'écart standard à la moyenne (SEM) 
pour l'ensemble des valeurs. Le résultat moyen est représenté entre parenthèses sous la bande 
correspondante. Les bandes grises sont associées aux valeurs du côté n'ayant pas reçu d'injection 
de 6-OHDA (CTRL, contralésionnel), et les bandes rouges sont associées au côté ayant reçu 
l'injection de 0,5l de 6-OHDA à concentration de 0,25g/l. La mention NS (non significatif) 
est indiquée entre deux bandes si la valeur-p > 0,05 (test de Student pairé pour le ratio), et des 
étoiles sont inscrites si le résultat est significatif (* si p ≤ 0,05, ** si p ≤ 0,01, *** si p ≤ 0,001, 
**** si p ≤ 0,0001). Ce système de notation sera maintenu pour tous les autres graphiques qui 
seront présentés dans cette section.  
 
Les résultats obtenus au graphique 2 sont les suivants: d'abord on remarque une 
diminution significative du nombre de neurones TH+ dans la SNc ipsilésionnelle (3147 contre 
6550 neurones) correspondant à une survie de l'ordre de 48,0%. Pour la VTA, cette diminution 
est aussi significative (7506 contre 8905 neurones) quoique moins importante, avec une survie 
de l'ordre de 84,3%. Au niveau du dSTR, la perte de neurones TH+ dans la SNc se traduit par 
une diminution significative du volume estimé de signal TH (16,33 mm3 contre 21,56 mm3), 
avec un volume ipsilésionnel correspondant donc à 75,6% du volume contralésionnel. Au 
niveau du vSTR, le changement de volume de signal TH n'est pas significatif, mais correspond 
à une augmentation du côté ipsilésionnel de l'ordre de 115,1% (3,43 mm3 contre 2,98 mm3). 
 
Le graphique 3 montre la suite de l'analyse des données du groupe, soit l'estimation du 
volume de signal TH par neurone (permettant d'estimer la taille moyenne de l'arborisation 
axonale des neurones d'une structure) pour la SNc et la VTA, ainsi que le rapport du volume 
ipsilésionnel sur le volume contralésionnel (V6-OHDA/VCTRL, permettant d'évaluer l'importance 




Graphique 3. Volume moyen de l'arborisation axonale d'un neurone de la SNc et de la VTA et 
changement par rapport au côté contralésionnel – Groupe P15 WT 
(Graphique 3) Estimation du volume moyen (en m3) de l'arborisation axonale des neurones de 
la SNc (en haut, à gauche) et de la VTA (en haut, à droite) des côtés contralésionnel (en gris) et 
ipsilésionnel (en rouge), et rapport de ces volumes (V6-OHDA/VCTRL, en bas), pour le groupe 
d'animaux P15 WT. Le volume moyen de l'arborisation axonale a été estimé tel que décrit dans 
la section Matériel et méthodes.   
 
On remarque une augmentation significative du volume moyen de l'arborisation axonale 
(correspondant au signal TH dans le striatum) dans la SNc ipsilésionnelle (5,35 x 106 m3 contre 
3,37 x 106 m3) ainsi qu'une augmentation significative de cette valeur dans la VTA 
ipsilésionnelle (0,474 x 106 m3 contre 0,347 x 106 m3), ce qui correspond à une augmentation 
du volume de l'arborisation axonale moyenne ipsilésionnelle de l'ordre de 165,3% pour les 
neurones de la SNc et de 143,9% pour les neurones de la VTA.  
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Le graphique 4 présente les résultats obtenus chez le groupe  P15 DAT-Cre+/- quant aux 
estimations de surface de signal TH dans le striatum et au nombre de neurones TH+ du 
mésencéphale correspondants. 
 
Graphique 4. Lésion de la SNc et effet sur le signal TH striatal – Groupe P15 DAT-Cre+/- 
(Graphique 4) Résultats de l'injection unilatérale de 0,5l de 6-OHDA à concentration de 
0,25g/l au niveau de la SNc pour les 7 animaux DAT-Cre+/- sacrifiés 10 jours après l'injection 
(P15). Les animaux sont ici présentés individuellement pour illustrer l'effet de chaque lésion 
mésencéphalique sur le striatum correspondant. Pour chaque animal, le graphique du haut 
illustre l'estimation de la surface de signal TH dans le dSTR et le vSTR, des côtés ipsilésionnel 
(rouge) et contralésionnel (gris), avec en ordonnées la distance (en mm) caudalement à 
l'extrémité du bulbe olfactif (Paxinos et al., 2006) correspondant à la tranche retenue dans 
l'échantillonage, et en abscisses la surface de signal TH estimée au niveau de cette tranche du 
striatum (en mm2). Le graphique du bas illustre les comptes neuronaux obtenus par stéréologie 
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pour la SNc et la VTA du côté ipsilésionnel (rouge) et contralésionnel (gris). L'analyse du signal 
TH dans le striatum et les comptes neuronaux ont été effectués selon la méthode décrite pour le 
groupe P15 WT (cf. graphique 1). L'animal 14 a été rejeté des analyses subséquentes puisqu'il 
ne répondait pas aux critères d'inclusion de l'analyse, ne présentant pas de lésion de la SNc.   
 
Le graphique 4 illustre la différence entre les valeurs estimées de la surface de signal TH 
dans le striatum des animaux P15 DAT-Cre+/-. Tel qu'observé chez l'animal sauvage, il existe 
une différence visible de l'aire sous la courbe des valeurs de surface entre côtés lésé et non-lésé 
du dSTR, qui semble proportionnelle à la perte de neurones TH+ dans la SNc, et faible voire 
inexistante chez les animaux 13 et 14. De plus, on remarque que la lésion dans la VTA est soit 
très faible, soit absente chez tous les animaux sauf l'animal 12. Ces différences ne se traduisent 
pas par des changements visibles de l'aire sous la courbe des vSTR ipsilésionnel et 
contralésionnel. Le graphique 5 illustre les valeurs moyennes obtenues pour le groupe P15 
DAT-Cre+/- quant à la survie neuronale et au volume estimé de signal TH dans le striatum. 
 
Graphique 5. Survie des neurones TH+ dans la SNc et la VTA et volume de signal TH dans le 
dSTR et le vSTR – Groupe P15 DAT-Cre+/- 
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(Graphique 5, page précédente) Représentation du nombre moyen de neurones TH+ dans la SNc 
(en haut, à gauche) et dans la VTA (en haut, à droite), ainsi que du volume moyen, en mm3, de 
signal TH dans le dSTR (en bas, à gauche) et le vSTR (en bas, à droite), pour le groupe 
d'animaux P15 DAT-Cre+/-. Le volume total de signal TH dans le striatum a été estimé tel que 
précédemment décrit dans la section Matériel et méthodes. Les bandes grises sont associées aux 
valeurs du côté n'ayant pas reçu d'injection de 6-OHDA (CTRL, contralésionnel), et les bandes 
rouges sont associées au côté ayant reçu l'injection de 0,5l de 6-OHDA à concentration de 
0,25g/l.  
  
Les résultats obtenus au graphique 5 reflètent la tendance obtenue au graphique 2 pour 
les animaux WT. On remarque une diminution significative du nombre de neurones TH+ dans 
la SNc ipsilésionnelle (3722 contre 6230 neurones) correspondant à une survie de l'ordre de 
59,7%. Par contre pour la VTA, cette diminution n'est pas statistiquement significative (8894 
contre 9497 neurones, soit une survie de l'ordre de 93,7%) comme c'était le cas chez l'animal 
WT. Au niveau du dSTR, la perte de neurones TH+ dans la SNc se traduit par une diminution 
significative du volume estimé de signal TH (13,43 mm3 contre 17,36 mm3), soit un volume 
ipsilésionnel correspondant à 77,4% du volume contralésionnel. Au niveau du vSTR, le 
changement de volume de signal TH n'est pas significatif  (2,88 mm3 contre 3,01 mm3, soit une 
diminution du volume du côté ipsilésionnel de l'ordre de 4,3%). 
 
Le graphique 6 illustre l'estimation du volume moyen de l'arborisation axonale des 
neurones de la SNc et de la VTA, ainsi que le rapport du volume ipsilésionnel sur le volume 
contralésionnel (V6-OHDA/VCTRL) pour le groupe P15 DAT-Cre
+/-.  
 
On remarque une augmentation significative du volume moyen de l'arborisation axonale 
(correspondant au signal TH dans le striatum) dans la SNc ipsilésionnelle (4,00 x 106 m3 contre 
2,89 x 106 m3), ce qui n'est pas le cas dans la VTA ipsilésionnelle (0,328 x 106 m3 contre 
0,323 x 106 m3), ce qui correspond à une augmentation du volume de l'arborisation axonale 
moyenne ipsilésionnelle de l'ordre de 139,3% pour les neurones de la SNc et de 103,7% (non-
significative) pour les neurones de la VTA.  
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Graphique 6. Volume moyen de l'arborisation axonale d'un neurone de la SNc et de la VTA et 
changement par rapport au côté contralésionnel – Groupe P15 DAT-Cre+/- 
(Graphique 6) Estimation du volume moyen (en m3) de l'arborisation axonale des neurones de 
la SNc (en haut, à gauche) et de la VTA (en haut, à droite) des côtés contralésionnel (en gris) et 
ipsilésionnel (en rouge), et rapport de ces volumes (V6-OHDA/VCTRL, en bas), pour le groupe 
d'animaux P15 DAT-Cre+/-. Le volume moyen de l'arborisation axonale a été estimé tel que 
décrit dans la section Matériel et méthodes.   
 
Sommaire des résultats des analyses – Groupe P15   
 
Enfin, pour chaque animal, l'augmentation de volume de l'arborisation axonale moyenne, 
présentée au bas des graphiques 3 et 6, a été rapportée sur un graphique en fonction du taux de 
survie neuronale dopaminergique dans la SNc ipsilésionnelle, dans le but de mettre en évidence 
la relation entre l'importance de la lésion à la 6-OHDA et l'accroissement de l'arborisation 
axonale. Le graphique 7 présente ces résultats pour le groupe P15 WT et le graphique 8 présente 
les résultats du groupe P15 DAT-Cre+/-.  
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Graphique 7. Augmentation de la taille de l'arborisation axonale des neurones TH+ de la SNc 
et de la VTA en fonction de l'importance de la perte de neurones TH+ dans la SNc – Groupe 
P15 WT 
 
Graphique 8. Augmentation de la taille de l'arborisation axonale des neurones TH+ de la SNc 
et de la VTA en fonction de l'importance de la perte de neurones TH+ dans la SNc – Groupe 
P15 DAT-Cre+/- 
(Graphiques 7 et 8) Illustration de la relation entre l'importance de la perte de neurones TH+ 
dans la SNc (exprimée en abscisses par le taux de survie des neurones rapporté sur un axe 
inversé), et la croissance axonale (rapport du volume neuronal moyen ipsilésionnel sur le 
volume neuronal moyen contralésionnel, V6-OHDA/VCTRL). Les valeurs obtenues pour chaque 
animal sont représentées par une paire de points (point rouge: SNc, point noir: VTA), et ces 
paires sont numérotées selon l'animal correspondant, à titre indicatif. Les droites tracées sur les 
graphiques représentent l'équation linéaire représentant le mieux la tendance observée pour le 
groupe de points concerné (rouge: SNc et noir: VTA). Le coefficient r2, indiquant le niveau 
d'ajustement de la courbe au groupe de points qu'elle représente, était de 0,6208 pour la SNc et 
0,3136 pour la VTA du groupe P15 WT, et de 0,7790 pour la SNc et 0,5359 pour la VTA du 
groupe P15 DAT-Cre+/- (le coefficient r2 a une valeur de 0 à 1, r2=1 représentant un ajustement 
parfait de la courbe à l'ensemble de points).  
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 Les graphiques précédents présentent les résultats détaillés précédemment en fonction 
de la taille de la lésion. Globalement, on observe que le volume neuronal moyen des structures 
ipsilésionnelles est plus grand que celui des structures contralésionnelles (points 
majoritairement au-dessus de y=100, correspondant à une taille inchangée entre neurones 
ipsilésionnels et contralésionnels), et que la croissance semble plus grande chez les neurones de 
la SNc que chez les neurones de la VTA, et ce tant chez les animaux WT que les animaux DAT-
Cre+/-. Bien que peu de points soient disponibles pour déduire la nature de la courbe exprimant 
la relation entre le taux de survie des neurones TH+ de la SNc et l'augmentation du volume 
neuronal moyen dans la SNc et la VTA, une droite a été ajustée aux nuages de points pour 
chaque structure, afin d'illustrer une tendance à la hausse ou à la baisse dans la relation. Les 
coefficients r2 de chaque courbe sont inscrits dans la légende des graphiques 7 et 8, et donnent 
un aperçu du niveau d'ajustement de chaque courbe au nuage de points. Ces droites semblent 
indiquer que l'augmentation du volume neuronal moyen varie de façon proportionnelle à 
l'importance de la lésion dans la SNc. Cet effet semblerait être plus prononcé dans la SNc que 
dans la VTA, et plus prononcé chez l'animal WT que l'animal DAT-Cre+/-. Nous reviendrons 
aux améliorations qui pourraient être apportées à cet aspect de l'analyse dans la prochaine 
section. 
 
Lésion Partielle de la SNc – Groupe P90 
  
 Dans un second temps, un groupe de 15 animaux (5 animaux WT et 10 animaux DAT-
Cre+/-) furent sacrifiés à l'âge adulte (902 jours de vie), après avoir reçu une dose de 0,5μL de 
6-OHDA à concentration de 0,25 μg/μl en injection intraparenchymateuse dans la SNc gauche. 
Parmi les 10 animaux de génotype DAT-Cre+/-, 5 ont reçu une injection de virus de type adéno-
associé encodant une protéine fluorescente (AAV2-EYFP) au niveau de la VTA, à 602 jours 
de vie, avant d'être sacrifiés à 902 jours de vie (Groupe P90 DAT-Cre+/- transfecté dans la 
VTA), tandis que 5 autres ont reçu une injection similaire dans la SNc, bilatéralement, selon la 
même chronologie. Nous présenterons d'abord les résultats obtenus quant à la survie des 
neurones TH+ du mésencéphale et au signal TH dans le striatum pour les groupes P90 WT et 
P90 DAT-Cre+/-, dans la même séquence que pour les animaux des groupes P15.  
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Figure 21. Effet de l'injection unilatérale de 6-OHDA dans la SNc gauche dans le groupe 
d'animaux P90 (WT et DAT-Cre+/-) 
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(Figure 21, page précédente) Après injection unilatérale de 6-OHDA dans la SNc à P5, les 
animaux ont été sacrifiés à 90 jours de vie pour étudier l'effet de la lésion intranigrale sur 
l'innervation dopaminergique striatale. La figure 21 montre l'effet de cette injection chez un 
animal type du groupe WT (animal 15), ainsi que deux animaux DAT-Cre+/- (animal 20 du 
groupe ayant reçu une injection virale dans la SNc bilatéralement, et animal 26 du groupe ayant 
reçu une injection virale dans la VTA). Le panneau A montre des acquisitions en microscopie 
confocale à grossissement 60X au niveau du dSTR (rangée supérieure) et du vSTR (rangée 
inférieure), du côté contralésionnel (CTRL) et ipsilésionnel (6-OHDA), pour le signal TH (546, 
présenté en valeurs de rouge). Chaque image du panneau A comporte un agrandissement d'un 
facteur de 4X d'une portion de la même image, dont la position est indiquée sur l'image dSTR 
(CTRL) par un encadré pointillé (l'échelle de 100m correspond donc à 25m dans les 
agrandissements). Le panneau B montre, pour chaque animal, la reconstruction de la tranche du 
striatum utilisée pour effectuer les acquisitions du panneau A, et indique par des encadrés 
pointillés l'emplacement approximatif des acquisitions présentées en A. La reconstruction a été 
effectuée en microscopie à épifluorescence à grossissement 4X, pour le signal TH. Le panneau 
C montre la reconstruction d'une tranche du mésencéphale pour les trois animaux présentés, à 
partir d'images obtenues en microscopie à épifluorescence à grossissement 4X. Le panneau D 
montre les reconstructions à partir d'images obtenues en microscopie en champ clair à 
grossissement 4X des tranches de mésencéphale des trois animaux présentés, avec un 
immunomarquage DAB contre la TH, ces coupes ayant servi aux comptes stéréologiques 
effectués. 
 
Dans la figure 21, au panneau A, la quantité de signal TH semble similaire du côté lésé 
(6-OHDA) et non-lésé (CTRL), tant dans le dSTR que le vSTR des animaux 15 (WT, à gauche) 
et 20 (DAT-Cre+/-, au centre), contrairement à la diminution observée dans le dSTR des animaux 
P15. Toutefois, une légère diminution du signal TH dans le dSTR de l'animal 26 (DAT-Cre+/-, 
à droite) semble être présente.  Le panneau B reflète ces mêmes observations en microscopie à 
épifluorescence (contraste augmenté pour visualiser le signal). Le panneau C montre une des 
tranches utilisées pour les comptes stéréologiques ainsi que la perte partielle de la population 
TH+ de la SNc ipsilésionnelle (6-OHDA), pour les trois animaux.   
 
Nous présenterons d'abord les résultats des analyses d'images et des comptes neuronaux 
du groupe P90 WT (5 animaux) suivis des résultats du groupe P90 DAT-Cre+/- (10 animaux). 
Le graphique 9 présente les résultats obtenus chez le groupe  P90 WT quant aux estimations de 




Graphique 9. Lésion de la SNc et effet sur le signal TH striatal – Groupe P90 WT 
(Graphique 9) Résultats de l'injection unilatérale de 0,5l de 6-OHDA à une concentration de 
0,25g/l au niveau de la SNc pour les 5 animaux WT sacrifiés à 90 jours de vie (P90). Les 
animaux sont ici présentés individuellement pour illustrer l'effet de chaque lésion 
mésencéphalique sur le striatum correspondant. Pour chaque animal, le graphique du haut 
illustre l'estimation de la surface de signal TH dans le dSTR et le vSTR, des côtés ipsilésionnel 
(rouge) et contralésionnel (gris), avec en ordonnées la distance (en mm) par rapport au bregma 
(Franklin & Paxinos, 2008) correspondant à la tranche retenue dans l'échantillonnage, et en 
abscisses la surface de signal TH estimée au niveau de cette tranche du striatum (en mm2). Le 
graphique du bas illustre les comptes neuronaux obtenus par stéréologie pour la SNc et la VTA 
du côté ipsilésionnel (rouge) et contralésionnel (gris). L'analyse du signal TH dans le striatum a 
été réalisée à partir d'images en microscopie confocale à grossissement 20X sur un 
échantillonnage d'une tranche sur six de tout le striatum, avec immunomarquage contre la TH 
(excitation à 546nm de longueur d'onde). Les comptes neuronaux ont été effectués par 
stéréologie sur un échantillonnage d'une tranche sur six de la SNc/VTA, avec un 
immunomarquage DAB contre la TH et une coloration de Nissl.  
 
Le graphique 9 illustre la différence entre les valeurs estimées de la surface de signal TH 
dans le striatum des animaux P90 WT, et on observe que l'aire sous la courbe des valeurs de 
surface ipsilésionnelles semble légèrement réduite par rapport au côté contralésionnel.  Pour ce 
qui est des comptes neuronaux TH+ mésencéphaliques, la VTA semble avoir été épargnée ou 
peu touchée par la lésion, alors que la SNc présente une perte neuronale significative.  Le 
graphique 10 illustre les valeurs moyennes obtenues pour le groupe P90 WT quant à la survie 
neuronale et au volume estimé de signal TH dans le striatum, obtenu en faisant une aire sous la 
courbe des valeurs de surface pour tous les animaux présentés au graphique 9.  
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Graphique 10. Survie des neurones TH+ dans la SNc et la VTA et volume de signal TH dans 
le dSTR et le vSTR – Groupe P90 WT 
(Graphique 10) Représentation du nombre moyen de neurones TH+ dans la SNc (en haut, à 
gauche) et dans la VTA (en haut, à droite), ainsi que du volume moyen, en mm3, de signal TH 
dans le dSTR (en bas, à gauche) et le vSTR (en bas, à droite), pour le groupe d'animaux P90 
WT. Le volume total de signal TH dans le striatum a été estimé tel que précédemment décrit 
dans la section Matériel et méthodes. Les bandes grises sont associées aux valeurs du côté 
n'ayant pas reçu d'injection de 6-OHDA (CTRL, contralésionnel), et les bandes rouges sont 
associées au côté ayant reçu l'injection de 0,5l de 6-OHDA à concentration de 0,25g/l.  
 
Les résultats obtenus au graphique 10 sont les suivants: d'abord, comme chez le groupe 
P15 WT, on remarque une diminution significative du nombre de neurones TH+ dans la SNc 
ipsilésionnelle (3622 contre 6782 neurones) correspondant à une survie de l'ordre de 55,0%. Par 
contre, contrairement à ce qui était observé chez le groupe d'animaux P15WT, la VTA n'a pas 
subi de changement significatif quant au nombre de neurones TH+ entre côtés lésé et non-lésé 
(7233 contre 6953 neurones, soit  4,0% plus de neurones du côté ipsilésionnel). Au niveau du 
dSTR, la perte de neurones TH+ dans la SNc se traduit par une diminution significative du 
volume estimé de signal TH (10,23 mm3 contre 12,07 mm3), avec un volume ipsilésionnel 
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correspondant donc à 84,8% du volume contralésionnel. Au niveau du vSTR, le changement de 
volume de signal TH n'est pas significatif (1,58 mm3 du côté ipsilésionnel contre 1,70 mm3, soit 
92,9% du volume contralésionnel). Le graphique 11 montre la suite de l'analyse des données du 
groupe P90 WT, soit l'estimation du volume de signal TH par neurone pour la SNc et la VTA, 
ainsi que le rapport du volume ipsilésionnel sur le volume contralésionnel (V6-OHDA/VCTRL). 
 
Graphique 11. Volume moyen de l'arborisation axonale d'un neurone de la SNc et de la VTA 
et changement par rapport au côté contralésionnel – Groupe P90 WT 
(Graphique 11) Estimation du volume moyen (en m3) de l'arborisation axonale des neurones 
de la SNc (en haut, à gauche) et de la VTA (en haut, à droite) des côtés contralésionnel (en gris) 
et ipsilésionnel (en rouge), et rapport de ces volumes (V6-OHDA/VCTRL, en bas), pour le groupe 
d'animaux P90 WT. Le volume moyen de l'arborisation axonale a été estimé tel que décrit dans 
la section Matériel et méthodes.   
Comme chez le groupe d'animaux P15 WT, on remarque une augmentation significative 
du volume moyen de l'arborisation axonale (estimé par le volume de signal TH dans le striatum) 
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dans la SNc ipsilésionnelle (2,86 x 106 m3 contre 1,82 x 106 m3). Par contre, dans la VTA, 
aucun changement significatif de cette valeur n'est observé (0,219 x 106 m3 du côté 
ipsilésionnel contre 0,242 x 106 m3, soit 92,6% du côté contralésionnel). Cela correspond donc 
à une augmentation du volume de l'arborisation axonale moyenne ipsilésionnelle de l'ordre de 
159,4% pour les neurones de la SNc dans le groupe d'animaux P90 WT. Enfin, les résultats 
obtenus chez chaque animal du groupe  P90 DAT-Cre+/- sont présentés aux graphiques 12 et 13.  
 
Graphique 12. Lésion de la SNc et effet sur le signal TH striatal – Groupe P90 DAT-Cre+/- 
(sous-groupe ayant reçu une transfection d'AAV-EYFP ciblée sur la SNc) 
 
Graphique 13. Lésion de la SNc et effet sur le signal TH striatal – Groupe P90 DAT-Cre+/- 
(sous-groupe ayant reçu une transfection d'AAV-EYFP ciblée sur la VTA) 
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(Graphiques 12 et 13, page précédente) Résultats de l'injection unilatérale de 0,5l de 6-OHDA 
à concentration de 0,25g/l au niveau de la SNc pour les 10 animaux DAT-Cre+/- sacrifiés à 
90 jours de vie (P90), ayant reçu une injection de 0,8l de solution virale d'AAV2-EYFP dans 
la SNc bilatéralement (graphique 12, animaux 20 à 24) ou une injection de 0,4l de la même 
solution au niveau de la VTA (graphique 13, animaux 25 à 29), à 602 jours de vie. Pour chaque 
animal, le graphique du haut illustre l'estimation de la surface de signal TH dans le dSTR et le 
vSTR, des côtés ipsilésionnel (rouge) et contralésionnel (gris), avec en ordonnées la distance 
(en mm) par rapport au bregma (Franklin & Paxinos, 2008) correspondant à la tranche retenue 
dans l'échantillonnage, et en abscisses la surface de signal TH estimée au niveau de cette tranche 
du striatum (en mm2). Le graphique du bas illustre les comptes neuronaux obtenus par 
stéréologie pour la SNc et la VTA du côté ipsilésionnel (rouge) et contralésionnel (gris). 
L'analyse du signal TH dans le striatum et les comptes neuronaux ont été effectués selon la 
méthode décrite pour le groupe P90 WT (cf. graphique 9). L'animal 28 a été rejeté des analyses 
subséquentes, car la SNc de présentait pas de lésion du côté ayant reçu l'injection de 6-OHDA.  
 
Le graphique 12 illustre la différence entre les valeurs estimées de la surface de signal 
TH dans le striatum des animaux P90 DAT-Cre+/- ayant subi une transfection virale d'AAV2-
EYFP ciblée sur la SNc. Une diminution visible de l'aire sous la courbe des valeurs de surface 
entre côtés lésé et non-lésé du dSTR est présente chez les animaux 21 et 23, alors qu'elle semble 
négligeable ou absente chez les animaux 20, 22 et 24. Pour tous les animaux, une telle 
diminution ne semble pas présente dans le vSTR. Comme chez les animaux P90 WT, dans les 
graphiques du bas, on observe que la VTA n'est que faiblement, voire non atteinte, alors que la 
SNc semble touchée pour tous les animaux. Le graphique 13 montre des résultats similaires 
chez les animaux P90 DAT-Cre+/- ayant subi une transfection virale d'AAV2-EYFP ciblée sur 
la VTA, avec une diminution visible de l'aire sous la courbe des valeurs de surface de signal TH 
dans le dSTR lésé pour le groupe P15 DAT-Cre+/- quant à la survie neuronale et au volume 
estimé de signal TH dans le dSTR ipsilésionnel des animaux 25, 26 et 29, tandis que le dSTR 
ipsilésionnel des animaux 27 et 28 ainsi que le vSTR de tous les animaux de ce groupe ne 
semblent pas avoir subi une diminution significative de surface de signal TH. Pour ce qui est 
des comptes de neurones TH+ dans le mésencéphale, la VTA ipsilésionnelle semble avoir été 
légèrement atteinte pour les animaux 25, 26, 27 et 29, alors que pour l'animal 28, aucune perte 
neuronale n'est rencontrée, tant dans la VTA que la SNc. L'animal 28 a donc été exclu des 
analyses subséquentes. Le graphique 14 illustre les valeurs moyennes obtenues pour l'ensemble 
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du groupe P90 DAT-Cre+/- (9 animaux), quant à la survie des neurones TH+ dans le 
mésencéphale et au volume total estimé de signal TH dans le vSTR et le dSTR.  
 
Graphique 14. Survie des neurones TH+ dans la SNc et la VTA et volume de signal TH dans 
le dSTR et le vSTR – Groupe P90 DAT-Cre+/- 
(Graphique 14) Représentation du nombre moyen de neurones TH+ dans la SNc (en haut, à 
gauche) et dans la VTA (en haut, à droite), ainsi que du volume moyen, en mm3, de signal TH 
dans le dSTR (en bas, à gauche) et le vSTR (en bas, à droite), pour le groupe d'animaux P90 
DAT-Cre+/-. Le volume total de signal TH dans le striatum a été estimé tel que précédemment 
décrit dans la section Matériel et méthodes. Les bandes grises sont associées aux valeurs du côté 
n'ayant pas reçu d'injection de 6-OHDA (CTRL, contralésionnel), et les bandes rouges sont 
associées au côté ayant reçu l'injection de 0,5l de 6-OHDA à concentration de 0,25g/l.  
  
Les résultats obtenus au graphique 14 sont les suivants: on remarque une diminution 
significative du nombre de neurones TH+ dans la SNc ipsilésionnelle (3585 contre 6441 
neurones) correspondant à une survie de l'ordre de 55,7%, ainsi que dans la VTA (6974 contre 
8143 neurones), soit une survie de 85,6%. Au niveau du dSTR, la perte de neurones TH+ dans 
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la SNc ne s'est pas traduite par une diminution significative du volume estimé de signal TH, que 
ce soit dans le dSTR (11,24 mm3 contre 12,24 mm3, soit un volume ipsilésionnel correspondant 
à 91,8% du volume contralésionnel), ou dans le vSTR (1,68 mm3 contre 1,73 mm3, soit un 
volume ipsilésionnel correspondant à 97,1% du volume contralésionnel). 
 
Le graphique 15 illustre l'estimation du volume moyen de l'arborisation axonale des 
neurones de la SNc et de la VTA, ainsi que le rapport du volume ipsilésionnel sur le volume 
contralésionnel (V6-OHDA/VCTRL) pour le groupe P90 DAT-Cre
+/-.  
 
Graphique 15. Volume moyen de l'arborisation axonale d'un neurone de la SNc et de la VTA 
et changement par rapport au côté contralésionnel – Groupe P90 DAT-Cre+/- 
(Graphique 15) Estimation du volume moyen (en m3) de l'arborisation axonale des neurones 
de la SNc (en haut, à gauche) et de la VTA (en haut, à droite) des côtés contralésionnel (en gris) 
et ipsilésionnel (en rouge), et rapport de ces volumes (V6-OHDA/VCTRL, en bas), pour le groupe 
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d'animaux P90 DAT-Cre+/-. Le volume moyen de l'arborisation axonale a été estimé tel que 
décrit dans la section Matériel et méthodes.   
 
On remarque une augmentation significative du volume moyen de l'arborisation axonale 
(correspondant au signal TH dans le striatum) dans la SNc ipsilésionnelle (3,26 x 106 m3 contre 
1,94 x 106 m3), ce qui n'est pas le cas dans la VTA ipsilésionnelle (0,248 x 106 m3 contre 
0,219 x 106 m3), ce qui correspond à une augmentation du volume de l'arborisation axonale 
moyenne ipsilésionnelle de l'ordre de 168,7% pour les neurones de la SNc et de 114,6% (non-
significative) pour les neurones de la VTA.  
 
Sommaire des résultats des analyses - Groupe P90  
 
Enfin, pour chaque animal, l'augmentation de volume de l'arborisation axonale moyenne, 
présentée au bas des graphiques 11 et 15, a été rapportée sur un graphique en fonction du taux 
de survie neuronale dopaminergique dans la SNc ipsilésionnelle, dans le but de mettre en 
évidence la relation entre l'importance de la lésion à la 6-OHDA et l'accroissement de 
l'arborisation axonale, comme ce fut le cas pour les animaux des groupes P15. Le graphique 16 
présente ces résultats pour le groupe P90 WT et le graphique 17 présente les résultats du groupe 
P90 DAT-Cre+/-.  
 
Graphique 16. Augmentation de la taille de l'arborisation axonale des neurones TH+ de la SNc 
et de la VTA en fonction de l'importance de la perte de neurones TH+ dans la SNc – Groupe 
P90 WT 
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Graphique 17. Augmentation de la taille de l'arborisation axonale des neurones TH+ de la SNc 
et de la VTA en fonction de l'importance de la perte de neurones TH+ dans la SNc – Groupe 
P90 DAT-Cre+/- 
(Graphique 16, page précédente, et graphique 17, ci-haut) Illustration de la relation entre 
l'importance de la perte de neurones TH+ dans la SNc (exprimée en abscisses par le taux de 
survie des neurones rapporté sur un axe inversé), et la croissance axonale (rapport du volume 
neuronal moyen ipsilésionnel sur le volume neuronal moyen contralésionnel, V6-OHDA/VCTRL). 
Les valeurs obtenues pour chaque animal sont représentées par une paire de points (point rouge: 
SNc, point noir: VTA), et ces paires sont numérotées selon l'animal correspondant, à titre 
indicatif. Les droites tracées sur les graphiques représentent l'équation linéaire représentant le 
mieux la tendance observée pour le groupe de points concerné (rouge: SNc et noir: VTA). Le 
coefficient r2, indiquant le niveau d'ajustement de la courbe au groupe de points qu'elle 
représente, était de 0,9086 pour la SNc et 0,02136 pour la VTA du groupe P90 WT, et de 0,3423 
pour la SNc et 0,4751 pour la VTA du groupe P90 DAT-Cre+/- (le coefficient r2 a une valeur de 
0 à 1, r2=1 représentant un ajustement parfait de la courbe à l'ensemble de points).  
 
 
 Les graphiques précédents présentent les résultats détaillés précédemment en fonction 
de la taille de la lésion. À la fois chez les groupes P90 WT et P90 DAT-Cre+/-, on observe que 
le volume neuronal moyen dans la SNc ipsilésionnelle est plus grand que celui des structures 
contralésionnelles (points majoritairement au-dessus de y=100, correspondant à une taille 
inchangée entre neurones ipsilésionnels et contralésionnels) et varie de façon directement 
proportionnelle à l'importance de la lésion de la SNc. Pour ce qui est des neurones de la VTA, 
cette relation semble aussi exister chez le groupe P90 DAT-Cre+/- (qui a subi une lésion 
significative de 85,6% de sa population de neurones TH+), alors que chez les animaux WT, les 
neurones de la VTA ne semblent pas connaître une augmentation de leur arborisation axonale 
en fonction de la taille de la lésion dans la SNc (la population de neurones TH+ n'ayant d'ailleurs 
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pas varié pour ce groupe entre VTA ipsilésionnelle et contralésionnelle). Comme pour les 
graphiques 7 et 8, une droite a été ajustée aux nuages de points pour chaque structure, afin de 
mieux mettre en évidence une tendance à la hausse ou à la baisse dans la relation entre 
l'importance de la lésion dans la SNc et l'augmentation en taille de l'arborisation axonale. Les 
coefficients r2 de chaque courbe sont inscrits dans la légende des graphiques 16 et 17, et 
indiquent le niveau d'ajustement de chaque courbe au nuage de points qu'elle représente.  
 
Expression d'EYFP dans les groupes transfectés dans la SNc 
 
 Dans un troisième temps, nous présenterons les résultats obtenus quant aux comptes 
neuronaux EYFP et à la quantité de signal EYFP dans le striatum chez les 10 animaux P90 de 
génotype DAT-Cre+/-, d'abord chez les 5 animaux ayant reçu une injection d'AAV2-EYFP au 
niveau de la SNc bilatérale à 602 jours de vie (groupe P90 DAT-Cre+/- transfecté dans la SNc), 
puis chez les 5 animaux ayant reçu une injection similaire dans la VTA à 602 jours de vie 
(groupe P90 DAT-Cre+/- transfecté dans la VTA). Les résultats seront présentés dans une 
séquence similaire à ceux obtenus dans le signal TH pour les groupes P15 et P90, d'abord en 
présentant un exemple d'images obtenues en microscopie, puis en présentant les résultats 
obtenus chez chaque animal, et enfin en présentant une analyse des données des sujets retenus. 
 
 La figure 22 illustre les résultats obtenus en microscopie au niveau du striatum et du 
mésencéphale d'un animal du groupe P90 DAT-Cre+/- transfecté dans la SNc bilatéralement 
(animal 20). Au panneau A (centre), on remarque qu'il n'y a que peu de terminaisons positives 
pour l'EYFP dans le vSTR à grossissement 60X, ce qui est en faveur d'un très faible taux de 
transfection des neurones de la VTA. Tel que discuté précédemment, au niveau du signal TH 
dans le striatum, il ne semble pas y avoir de différence importante quant à l'intensité de signal 
entre le côté contralésionnel et le côté ipsilésionnel (panneau A, à gauche), alors que dans le 
dSTR, le signal EYFP semble présent en quantités plus faibles du côté ipsilésionnel (panneau 
A, au centre). Par ailleurs, au panneau B (centre) on remarque que la répartition du signal EYFP 
dans le dSTR semble suivre un gradient avec une intensité plus grande de signal en dorsolatéral. 
L'expression d'EYFP semble ici aussi moins répandue du côté du dSTR ipsilésionnel. 
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Figure 22. Transfection d'AAV-EYFP dans la SNc et expression au niveau du striatum 
(Figure 22) Illustration des résultats de l'injection d'AAV-EYFP SNc chez l'un des animaux du 
groupe P90 DAT-Cre+/- avec injection virale dans la SNc bilatéralement (animal 20), quant à 
l'expression de l'EYFP au niveau des corps cellulaires dopaminergiques du mésencéphale, ainsi 
qu'au niveau des terminaisons axonales dans le striatum. Le panneau A montre des acquisitions 
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en microscopie confocale à grossissement 60X au niveau du dSTR (rangée supérieure) et du 
vSTR (rangée inférieure), du côté contralésionnel (CTRL) et ipsilésionnel (6-OHDA). Pour un 
même champ sont affichés le signal TH (546, signal présenté en valeurs de rouge), le signal 
EYFP (488, signal présenté en valeurs de vert), et l'image de fusion des deux signaux. Chaque 
image du panneau A comporte un agrandissement d'un facteur de 4X d'une portion de la même 
image, dont la position est indiquée sur l'image dSTR (CTRL) par un encadré pointillé (l'échelle 
de 100m correspond donc à 25m dans les agrandissements). Le panneau B montre la 
reconstruction de la tranche du striatum utilisée pour effectuer les acquisitions du panneau A, et 
indique par des encadrés pointillés l'emplacement approximatif des acquisitions présentées en 
A. La reconstruction a été effectuée en microscopie à épifluorescence à grossissement 4X, et est 
présentée dans les signaux TH (gauche), EYFP (centre), ainsi qu'après fusion des deux signaux 
(droite). Le panneau C montre la reconstruction d'une tranche du mésencéphale de l'animal 20, 
à partir d'images obtenues en microscopie à épifluorescence à grossissement 4X, présentée de 
la même façon que le panneau B. Le panneau D montre les reconstructions à partir d'images 
obtenues en microscopie en champ clair à grossissement 4X de deux tranches de mésencéphale 
de l'animal 20, avec un immunomarquage DAB contre la TH pour la première tranche (image 
de gauche) ainsi que contre l'EYFP (image de droite) pour la seconde. Le panneau E montre un 
agrandissement d'un facteur de 3X de l'image de droite du panneau C, centré  au niveau de la 
jonction de la SNc avec la VTA.  
 
 
 Dans le mésencéphale, on voit que les cellules marquées pour l'EYFP le sont aussi pour 
la TH (panneau C, à droite), et que la transfection virale a atteint la SNc bilatéralement, avec un 
léger chevauchement au niveau de la VTA contralésionnelle (CTRL), signifiant donc que 
quelques neurones dopaminergiques de la VTA ont été atteintes par l'injection virale et ont 
exprimé l'EYFP. Par ailleurs, cette transfection de la VTA se traduit par quelques terminaisons 
marquées pour l'EYFP dans le vSTR contralésionnel, visibles au panneau B (au centre).  
 
Le graphique 18 présente les résultats obtenus chez le groupe P90 DAT-Cre+/- transfecté 
dans la SNc quant aux estimations de surface de signal EYFP dans le striatum et au nombre de 
neurones marqués pour l'EYFP dans le mésencéphale. D'abord, au niveau du mésencéphale de 
chaque animal, on remarque que la VTA contralésionnelle a subi une transfection assez 
significative chez tous les animaux, malgré qu'elle n'ait pas été la cible de la transfection, alors 
que dans la VTA ipsilésionnelle, seuls les animaux 20 et 21 ont subi une transfection non-ciblée 
dans cette structure. Pour cette raison, la suite des analyses de ce groupe utilisera les animaux 
22, 23 et 24 et ne considérera que le côté ipsilésionnel, comportant une transfection presque 
exclusive des neurones dopaminergiques de la SNc. 
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Graphique 18. Transfection de la SNc et effet sur le signal EYFP striatal – Groupe P90 DAT-
Cre+/- (sous-groupe ayant reçu une transfection d'AAV-EYFP ciblée sur la SNc) 
(Graphique 18) Résultats obtenus, après l'injection unilatérale de 0,5l de 6-OHDA à 
concentration de 0,25g/l au niveau de la SNc à 51 jours de vie et l'injection bilatérale de 
0,8l de solution virale d'AAV2-EYFP dans la SNc à 602 jours de vie, quant au nombre de 
neurones marqués à l'EYFP dans le mésencéphale (SNc et VTA) contralésionnel et 
ipsilésionnel, ainsi qu'à la surface de signal EYFP dans le striatum (animaux sacrifiés à 902 
jours de vie). Pour chaque animal, le graphique du haut illustre l'estimation de la surface de 
signal EYFP dans le dSTR et le vSTR, des côtés ipsilésionnel (vert) et contralésionnel (gris), 
avec en ordonnées la distance (en mm) par rapport au bregma (Franklin & Paxinos, 2008) 
correspondant à la tranche retenue dans l'échantillonnage, et en abscisses la surface de signal 
EYFP estimée au niveau de cette tranche du striatum (en mm2). Le graphique du bas illustre les 
comptes de neurones marqués pour l'EYFP, obtenus par stéréologie, pour la SNc et la VTA du 
côté ipsilésionnel (vert) et contralésionnel (gris). L'analyse du signal EYFP dans le striatum a 
été réalisée à partir d'images en microscopie confocale à grossissement 20X sur un 
échantillonnage d'une tranche sur six de tout le striatum, avec immunomarquage contre l'EYFP 
(excitation à 488nm de longueur d'onde). Les comptes neuronaux ont été effectués par 
stéréologie sur un échantillonnage d'une tranche sur six de la SNc/VTA, avec un 
immunomarquage DAB contre l'EYFP et une coloration de Nissl. Les animaux 22 et 21 ont été 
exclus des analyses subséquentes, car ils présentaient une transfection de plus de 10% de la 
structure non-ciblée, du côté ipsilésionnel. 
 
 Quant à la surface de signal EYFP dans le striatum, on remarque que dans le dSTR, elle 
semble globalement varier en fonction du nombre de neurones marqués pour l'EYFP dans la 
SNc ipsilatérale. Au niveau du vSTR, la surface de signal EYFP semble être très faible pour 
tous les animaux à l'exception de l'animal 24, qui présente cependant une transfection de moins 
de 10% (6,03%) des neurones de la VTA, et n'a donc pas été rejeté des analyses visant 
l'estimation de la taille de l'arborisation axonale  des neurones de la SNc en utilisant le signal 
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EYFP et les comptes de neurones marqués pour cette protéine. Le graphique 19 illustre ces taux 
de transfection, calculés en divisant le nombre de neurones comptés en utilisant le marquage 
DAB contre l'EYFP par le nombre de neurones comptés en utilisant le marquage DAB contre 
la TH, pour les animaux 20 à 24. Dans la SNc, 86,3% des neurones contralésionnels et 65,0% 
des neurones ipsilésionnels ont été transfectés, alors que dans la VTA, 41,4% des neurones 
contralésionnels et 7,2% des neurones ipsilésionnels ont été transfectés. 
 
Graphique 19.  Taux de transfection des neurones TH+ par l'AAV2-EYFP – Groupe P90 DAT-
Cre+/- avec injections ciblées sur la SNc 
(Graphique 19) Représentation du taux de transfection moyen des neurones marqués pour 
l'EYFP dans la SNc et dans la VTA pour le groupe d'animaux P90 DAT-Cre+/- ayant reçu une 
injection bilatérale de 0,8l de solution virale d'AAV2-EYFP dans la SNc à 602 jours de vie. 
Le taux de transfection a été calculé pour chaque animal en divisant le nombre de neurones 
comptés en utilisant le marquage DAB contre l'EYFP par le nombre de neurones comptés en 
utilisant le marquage DAB contre la TH. Les bandes grises sont associées aux valeurs du côté 
n'ayant pas reçu d'injection de 6-OHDA (CTRL, contralésionnel), et les bandes vertes sont 
associées au côté ayant reçu l'injection de 0,5l de 6-OHDA à concentration de 0,25g/l à l'âge 
de 5 jours de vie. Les bandes correspondant à une structure non-ciblée par les transfections ont 
été hachurées en noir. Les animaux 20 et 21 ont été exclus des analyses subséquentes puisqu'ils 
présentaient un taux de transfection supérieur à 10% dans la VTA ipsilésionnelle, et les animaux 
22, 23 et 24 ont été retenus afin d'analyser le volume neuronal des neurones de la SNc transfectés 
par l'AAV2-EYFP. Puisque le nombre de neurones marqués pour l'EYFP et le nombre de 
neurones marqués pour la TH ont été obtenus à partir d'échantillons différents du mésencéphale, 
des taux de transfections supérieurs à 100% ont été obtenus dans les SNc de l'animal 20, 
présentant une transfection virale très importante des neurones dopaminergiques.  
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Analyse du sous-groupe avec transfection isolée de la SNc 
 
Le graphique 20 illustre trois différentes estimations du volume moyen de l'arborisation 
axonale des neurones de la SNc contralésionnelle et ipsilésionnelle des animaux 22, 23 et 24. 
La première estimation est celle utilisant la quantité de signal TH dans le dSTR et le nombre de 
neurones marqués pour la TH dans la SNc (telle que présentée au graphique 15, en haut à gauche, 
pour l'ensemble des animaux du groupe P90 DAT-Cre+/-). La seconde estimation est celle 
reposant sur la quantité de signal EYFP dans le dSTR et le nombre de neurones marqués pour 
l'EYFP dans la SNc. La troisième estimation repose aussi sur le nombre de neurones marqués 
pour l'EYFP dans la SNc, mais considère la quantité de signal totale dans le striatum 
ipsilésionnel, dSTR et vSTR confondus. Cette dernière estimation du volume moyen de 
l'arborisation axonale des neurones de la SNc représente l'hypothèse que, puisque la quantité de 
neurones exprimant l'EYFP dans la VTA ipsilésionnelle est négligeable, le volume de signal 
EYFP dans tout le striatum devrait être la résultante d'une expression protéique de neurones 
dopaminergiques provenant exclusivement de la SNc ipsilésionnelle.  
 
Graphique 20. Estimations du volume moyen de l'arborisation axonale des neurones de la SNc 
– Sous-groupe P90 DAT-Cre+/- avec injections ciblées sur la SNc  
 117 
(Graphique 20, page précédente) Présentation de trois différentes estimations du volume moyen 
(en m3) de l'arborisation axonale des neurones de la SNc contralésionnelle et ipsilésionnelle 
des animaux 22, 23 et 24 du groupe d'animaux P90 DAT-Cre+/-. Le volume moyen de 
l'arborisation axonale a été estimé tel que décrit dans la section Matériel et méthodes, en utilisant 
trois ensembles de valeurs différents. La première estimation utilise la quantité de signal TH 
dans le dSTR et le nombre de neurones marqués pour la TH dans la SNc pour estimer ce volume 
du côté contralésionnel (CTRL TH+, en gris, première bande à partir de la gauche) et 
ipsilésionnel (6-OHDA TH+, en rouge, deuxième bande à partir de la gauche). La seconde 
estimation est celle reposant sur la quantité de signal EYFP dans le dSTR et le nombre de 
neurones marqués pour l'EYFP dans la SNc, des côtés contralésionnel (CTRL EYFP+, en gris, 
bande du centre), et ipsilésionnel (6-OHDA EYFP+, en vert, quatrième bande à partir de la 
gauche). La troisième estimation repose aussi sur le nombre de neurones marqués pour l'EYFP 
dans la SNc, mais considère la quantité de signal totale dans le striatum, dSTR et vSTR 
confondus (6-OHDA EYFP+', cinquième bande à partir de la gauche). La mention NS (non 
significatif) est indiquée entre deux bandes si la valeur-p > 0,05 (test de Student pairé pour le 
ratio), et des étoiles sont inscrites si le résultat est significatif (* si p ≤ 0,05, ** si p ≤ 0,01). 
 
 
 D'abord, pour la première méthode d'estimation, utilisant les immunomarquages contre 
la TH, le volume moyen de l'arborisation axonale des neurones de la SNc ipsilésionnelle est 
augmenté de façon significative par rapport au côté contralésionnel (3,59 x 106 m3 contre 1,87 
x 106 m3), changement qui avait aussi été observé chez l'ensemble des animaux du groupe P90 
DAT-Cre+/-, au graphique 15. Ensuite, pour la deuxième méthode d'estimation, utilisant les 
immunomarquages contre l'EYFP, le volume moyen de l'arborisation axonale des neurones de 
la SNc ipsilésionnelle est aussi augmenté de façon significative par rapport au côté 
contralésionnel (7,89 x 106 m3 contre 2,86 x 106 m3). Enfin, pour la troisième méthode 
d'estimation, utilisant le volume de signal EYFP dans la totalité du striatum ipsilésionnel, la 
valeur moyenne du volume de l'arborisation axonale des neurones de la SNc est aussi 
significativement plus grande que la valeur du côté contralésionnel (8,73 x 106 m3 contre 1,87 
x 106 m3) obtenue à partir de la deuxième méthode d'estimation. Il n'existe pas de différence 
significative entre les valeurs obtenues en utilisant la deuxième et la troisième méthode pour le 
volume moyen de l'arborisation axonale des neurones de la SNc ipsilésionnelle. Par ailleurs, les 
tests de Student, à la fois lorsque pairés pour le ratio et pairés pour la valeur, n'ont pas démontré 
de différence statistiquement significative entre les valeurs obtenues à partir des 
immunomarquages contre l'EYFP et celles obtenues à partir des immunomarquages contre la 
TH, bien qu'une tendance semble exister en ce sens.  
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 Les valeurs des volumes moyens de l'arborisation axonale des neurones 
dopaminergiques de la SNc des animaux 22, 23 et 24, présentées au graphique 20, ont été 
rapportées sous forme de ratio (en %) exprimant l'augmentation moyenne du volume de 
l'arborisation axonale dans la SNc ipsilésionnelle par rapport à la SNc contralésionnelle. Le 
graphique 21 présente les trois ratios obtenus en fonction des trois méthodes d'estimation 
détaillées précédemment (V6-OHDA-TH+/VCTRL-TH+, V6-OHDA-EYFP+/VCTRL-EYFP+ et V6-OHDA-
EYFP+'/VCTRL-EYFP+). On obtient donc une augmentation moyenne de l'ordre de 194,8%, 300,3% 
et 331,3% respectivement, pour chacune des trois méthodes d'estimation utilisées.  
 
Graphique 21. Estimations de l'augmentation moyenne du volume moyen de l'arborisation 
axonale d'un neurone de la SNc ipsilésionnelle – Sous-groupe P90 DAT-Cre+/- avec injections 
ciblées sur la SNc 
(Graphique 21) Présentation de trois différentes estimations de l'augmentation du volume 
moyen de l'arborisation axonale des neurones de la SNc ipsilésionnelle par rapport à la SNc 
contralésionnelle (en %). La première estimation utilise la quantité de signal TH dans le dSTR 
et le nombre de neurones marqués pour la TH dans la SNc (TH+, en rouge, deuxième bande à 
partir de la gauche). La seconde estimation utilise la quantité de signal EYFP dans le dSTR et 
le nombre de neurones marqués pour l'EYFP dans la SNc (EYFP+, en vert, troisième bande à 
partir de la gauche). La troisième estimation repose aussi sur le nombre de neurones marqués 
pour l'EYFP dans la SNc, mais considère la quantité de signal totale dans le striatum (EYFP+', 
quatrième bande à partir de la gauche). 
  
 119 
Expression d'EYFP dans les groupes transfectés dans la VTA 
  
 Les résultats obtenus chez les 5 animaux ayant reçu une injection unilatérale de 0,5l de 
6-OHDA à concentration de 0,25g/l au niveau de la SNc à 51 jours de vie suivie d'une 
injection de 0,4l de solution virale d'AAV2-EYFP dans la VTA à 602 jours de vie seront 
maintenant présentés.  
  
 La figure 23 illustre les résultats obtenus en microscopie au niveau du striatum et du 
mésencéphale d'un animal du groupe P90 DAT-Cre+/- transfecté avec l'AAV2-EYFP dans la 
VTA (animal 26).  Au panneau A (au centre), on remarque qu'il n'y a que peu de terminaisons 
positives pour l'EYFP dans le dSTR à grossissement 60X, ce qui est en faveur d'un très faible 
taux de transfection des neurones de la SNc. Dans le vSTR (panneau A, au centre), il semble y 
avoir davantage de terminaisons marquées pour l'EYFP du côté ipsilésionnel.  
 
 Tel que discuté précédemment, au niveau du signal TH dans le striatum, l'intensité 
semble être légèrement diminuée dans le dSTR ipsilésionnel par rapport au dSTR 
contralésionnel, et inchangée dans le vSTR (panneaux A et B, à gauche). Pour ce qui est du 
signal EYFP dans le vSTR, on remarque que la quantité de signal EYFP semble plus importante 
du côté ipsilésionnel, avec une intensité plus grande de signal en ventromédial (panneau B, au 
centre). Au panneau B (au centre), on voit également qu'une certaine expression d'EYFP est tout 
de même présente au niveau du dSTR. Le signal EYFP semble également plus répandu au 
niveau du dSTR  ipsilésionnel, et semble aussi suivre un gradient d'intensité plus grande en 
ventromédial.  
  
 Dans le mésencéphale, on observe que les cellules marquées pour l'EYFP le sont aussi 
pour la TH (panneaux C et E), et que la transfection virale a atteint la VTA bilatéralement, avec 
une atteinte légère de la partie la plus ventrale de la SNc, surtout du côté ipsilésionnel (6-
OHDA), montrant donc que quelques cellules dopaminergiques de la SNc ont été atteintes par 
l'injection virale et expriment l'EYFP chez cet animal.  
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Figure 23. Transfection d'AAV-EYFP dans la VTA et expression au niveau du striatum 
(Figure 23) Illustration des résultats de l'injection d'AAV-EYFP chez l'un des animaux du 
groupe P90 DAT-Cre+/- avec injection virale dans la VTA (animal 26), quant à l'expression de 
l'EYFP au niveau des corps cellulaires dopaminergiques du mésencéphale, ainsi qu'au niveau 
des terminaisons axonales dans le striatum. Le panneau A montre des acquisitions en 
microscopie confocale à grossissement 60X au niveau du dSTR (rangée supérieure) et du vSTR 
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(rangée inférieure), du côté contralésionnel (CTRL) et ipsilésionnel (6-OHDA). Pour un même 
champ sont affichés le signal TH (546, signal présenté en valeurs de rouge), le signal EYFP 
(488, signal présenté en valeurs de vert), et l'image de fusion des deux signaux. Chaque image 
du panneau A comporte un agrandissement d'un facteur de 4X d'une portion de la même image, 
dont la position est indiquée sur l'image dSTR (CTRL) par un encadré pointillé (l'échelle de 
100m correspond donc à 25m dans les agrandissements). Le panneau B montre la 
reconstruction de la tranche du striatum utilisée pour effectuer les acquisitions du panneau A, et 
indique par des encadrés pointillés l'emplacement approximatif des acquisitions présentées en 
A. La reconstruction a été effectuée en microscopie à épifluorescence à grossissement 4X, et est 
présentée dans les signaux TH (gauche), EYFP (centre), ainsi qu'après fusion des deux signaux 
(droite). Le panneau C montre la reconstruction d'une tranche du mésencéphale de l'animal 26, 
à partir d'images obtenues en microscopie à épifluorescence à grossissement 4X, présentée de 
la même façon que le panneau B. Le panneau D montre les reconstructions à partir d'images 
obtenues en microscopie en champ clair à grossissement 4X de deux tranches de mésencéphale 
de l'animal 26, avec un immunomarquage DAB contre la TH pour la première tranche (image 
de gauche) ainsi que contre l'EYFP (image de droite) pour la seconde. Le panneau E montre un 
agrandissement d'un facteur de 3X de l'image de droite du panneau C, centré  au niveau de la 
jonction de la SNc avec la VTA.  
 
 
 Le graphique 22 présente les résultats obtenus chez le groupe P90 DAT-Cre+/- transfecté 
dans la VTA quant aux estimations de surface de signal EYFP dans le striatum et au nombre de 
neurones marqués pour l'EYFP dans le mésencéphale. D'abord, au niveau du mésencéphale de 
chaque animal, on remarque que la SNc contralésionnelle a subi une transfection assez 
significative chez tous les animaux excepté l'animal 29, malgré qu'elle n'ait pas été la cible de 
la transfection, alors que dans la SNc ipsilésionnelle, seuls les animaux 26 et 28 ont subi une 
transfection non-ciblée dans cette structure. Pour cette raison, la suite des analyses de ce groupe 
utilisera les animaux 25, 27 et 29 et ne considérera que le côté ipsilésionnel, comportant une 
transfection presque exclusive des neurones dopaminergiques de la VTA. Quant à la surface de 
signal EYFP dans le dSTR, on remarque qu'elle semble globalement varier en fonction du 
nombre de neurones marqués pour l'EYFP dans le mésencéphale, et qu'elle fluctue beaucoup 
d'une section à l'autre chez les animaux présentant très peu de neurones infectés dans la structure 
mésencéphalique correspondante, et qu'il semble rester une certaine quantité de signal dans le 
dSTR, même chez les animaux ayant reçu une transfection négligeable (inférieure à 10%) des 
neurones dopaminergiques de la SNc (animaux 26, 27 et 29, SNc ipsilésionnelle).  Au niveau 
du vSTR, la surface de signal EYFP semble assez importante chez tous les animaux, à 
l'exception de l'animal 25, qui présente une transfection plus faible de la VTA ipsilésionnelle. 
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 Graphique 22. Transfection de la VTA et effet sur le signal EYFP striatal – Groupe P90 DAT-
Cre+/- (sous-groupe ayant reçu une transfection d'AAV-EYFP ciblée sur la VTA) 
(Graphique 22) Résultats obtenus, après l'injection unilatérale 0,5l de 6-OHDA à concentration 
de 0,25g/l au niveau de la SNc à 51 jours de vie et l'injection de 0,4l de solution virale 
d'AAV2-EYFP dans la VTA à 602 jours de vie, quant au nombre de neurones marqués à 
l'EYFP dans le mésencéphale (SNc et VTA) contralésionnel et ipsilésionnel, ainsi qu'à la surface 
de signal EYFP dans le striatum (animaux sacrifiés à 902 jours de vie). Pour chaque animal, 
le graphique du haut illustre l'estimation de la surface de signal EYFP dans le dSTR et le vSTR, 
des côtés ipsilésionnel (vert) et contralésionnel (gris), avec en ordonnées la distance (en mm) 
par rapport au bregma (Franklin & Paxinos, 2008) correspondant à la tranche retenue dans 
l'échantillonnage, et en abscisses la surface de signal EYFP estimée au niveau de cette tranche 
du striatum (en mm2). Le graphique du bas illustre les comptes de neurones marqués pour 
l'EYFP, obtenus par stéréologie, pour la SNc et la VTA du côté ipsilésionnel (vert) et 
contralésionnel (gris). L'analyse du signal EYFP dans le striatum a été réalisée tel que déjà 
décrite pour le graphique 18. Les animaux 26 et 28 ont été exclus des analyses subséquentes, 
car ils présentaient une transfection de plus de 10% de la structure non-ciblée, du côté 
ipsilésionnel. 
 
 Le graphique 23 illustre les taux de transfection, calculés en divisant le nombre de 
neurones comptés en utilisant le marquage DAB contre l'EYFP par le nombre de neurones 
comptés en utilisant le marquage DAB contre la TH, pour les animaux 25 à 29. En moyenne, 
dans la SNc, 19,6% des neurones contralésionnels et 15,7% des neurones ipsilésionnels ont été 
transfectés, alors que dans la VTA, 84,5% des neurones contralésionnels et 96,8% des neurones 
ipsilésionnels ont été transfectés. Les animaux 26 et 28 ont été exclus de ce groupe, et les 
animaux 25, 27 et 29 ont été retenus afin d'analyser le volume neuronal des neurones de la VTA 
transfectés par l'AAV2-EYFP. 
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Graphique 23.  Taux de transfection des neurones TH+ par l'AAV2-EYFP – Groupe P90 DAT-
Cre+/- avec injections ciblées sur la VTA 
(Graphique 23) Représentation du taux de transfection moyen des neurones marqués pour 
l'EYFP dans la SNc et dans la VTA pour le groupe d'animaux P90 DAT-Cre+/- ayant reçu une 
injection de 0,4l de solution virale d'AAV2-EYFP dans la VTA à 602 jours de vie. Le taux 
de transfection a été calculé pour chaque animal en divisant le nombre de neurones comptés en 
utilisant le marquage DAB contre l'EYFP par le nombre de neurones comptés en utilisant le 
marquage DAB contre la TH. Les bandes grises sont associées aux valeurs du côté n'ayant pas 
reçu d'injection de 6-OHDA (CTRL, contralésionnel), et les bandes vertes sont associées au côté 
ayant reçu l'injection de 0,5l de 6-OHDA à concentration de 0,25g/l à l'âge de 5 jours de 
vie. Les bandes correspondant à une structure non-ciblée par les transfections ont été hachurées 
en noir. Les animaux 26 et 28 ont été exclus des analyses subséquentes, puisqu'ils présentaient 
un taux de transfection supérieur à 10% dans la SNc ipsilésionnelle, et les animaux 25, 27 et 29 
ont été retenus afin d'analyser le volume neuronal des neurones de la SNc transfectés par 
l'AAV2-EYFP. Puisque le nombre de neurones marqués pour l'EYFP et le nombre de neurones 
marqués pour la TH ont été obtenus à partir d'échantillons différents du mésencéphale, des taux 
de transfections supérieurs à 100% ont été obtenus dans l'une ou l'autre des VTA des animaux 




Analyse du sous-groupe avec transfection isolée de la VTA 
 
Le graphique 24 illustre les estimations du volume moyen de l'arborisation axonale des 
neurones de la VTA contralésionnelle et ipsilésionnelle des animaux 25, 27 et 29, de la même 
manière que présenté au graphique 20 pour la SNc des animaux 22, 23 et 24. Cette fois, la 
première estimation est celle utilisant la quantité de signal TH dans le vSTR et le nombre de 
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neurones marqués pour la TH dans la VTA (telle que présentée au graphique 15, en haut à droite, 
pour l'ensemble des animaux du groupe P90 DAT-Cre+/-). La seconde estimation est celle 
reposant sur la quantité de signal EYFP dans le vSTR et le nombre de neurones marqués pour 
l'EYFP dans la VTA. La troisième estimation repose aussi sur le nombre de neurones marqués 
pour l'EYFP dans la VTA, mais considère la quantité de signal totale dans le striatum 
ipsilésionnel, vSTR et dSTR confondus. Cette dernière estimation du volume moyen de 
l'arborisation axonale des neurones de la VTA ipsilésionnelle représente l'hypothèse que, 
puisque la quantité de neurones exprimant l'EYFP dans la SNc ipsilésionnelle est négligeable 
(0, 56 et 53 neurones respectivement pour les animaux 25, 27  et 29), le volume de signal EYFP 
dans tout le striatum devrait être la résultante d'une expression protéique de neurones 
dopaminergiques provenant exclusivement de la VTA ipsilésionnelle.  
 
Graphique 24. Estimations du volume moyen de l'arborisation axonale des neurones de la VTA 
– Sous-groupe P90 DAT-Cre+/- avec injections ciblées sur la VTA  
(Graphique 24) Présentation de trois différentes estimations du volume moyen (en m3) de 
l'arborisation axonale des neurones de la VTA contralésionnelle et ipsilésionnelle des animaux 
25, 27 et 29 du groupe d'animaux P90 DAT-Cre+/-. Le volume moyen de l'arborisation axonale 
a été estimé tel que décrit dans la section Matériel et méthodes, en utilisant trois ensembles 
différents de valeurs. La première méthode d'estimation utilise la quantité de signal TH dans le 
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vSTR et le nombre de neurones marqués pour la TH dans la VTA pour estimer ce volume du 
côté contralésionnel (CTRL TH+, en gris, première bande à partir de la gauche) et ipsilésionnel 
(6-OHDA TH+, en rouge, deuxième bande à partir de la gauche). La seconde méthode 
d'estimation est celle reposant sur la quantité de signal EYFP dans le vSTR et le nombre de 
neurones marqués pour l'EYFP dans la VTA, des côtés contralésionnel (CTRL EYFP+, en gris, 
bande du centre), et ipsilésionnel (6-OHDA EYFP+, en vert, quatrième bande à partir de la 
gauche). La troisième méthode d'estimation repose aussi sur le nombre de neurones marqués 
pour l'EYFP dans la VTA, mais considère la quantité de signal totale dans le striatum, vSTR et 
dSTR confondus (6-OHDA EYFP+', cinquième bande à partir de la gauche). La mention NS 
(non significatif) est indiquée entre deux bandes si la valeur-p > 0,05 (test de Student pairé pour 
le ratio), et des étoiles sont inscrites si le résultat est significatif (* si p ≤ 0,05, ** si p ≤ 0,01). 
 
  
 D'abord, pour la première méthode d'estimation, utilisant les immunomarquages contre 
la TH, le volume moyen de l'arborisation axonale des neurones de la VTA ipsilésionnelle est 
augmenté de façon significative par rapport au côté contralésionnel (0,266 x 106 m3 contre 
0,200 x 106 m3), changement qui n'était cependant pas significatif chez l'ensemble des animaux 
du groupe P90 DAT-Cre+/-, au graphique 15. Ensuite, pour la deuxième méthode d'estimation, 
utilisant les immunomarquages contre l'EYFP, le volume moyen de l'arborisation axonale des 
neurones de la VTA ipsilésionnelle n'est pas augmenté de façon significative par rapport au côté 
contralésionnel (0,241 x 106 m3 contre 0,187 x 106 m3). Enfin, pour la troisième méthode 
d'estimation, utilisant le volume de signal EYFP dans la totalité du striatum ipsilésionnel, la 
valeur moyenne du volume de l'arborisation axonale des neurones de la VTA n'était pas 
significativement plus grande que la valeur du côté contralésionnel, obtenue à partir de la 
deuxième méthode d'estimation (0,847 x 106 m3 contre 0,187 x 106 m3), bien qu'une tendance 
à l'augmentation semble présente. De plus, contrairement à ce qui avait été constaté pour les 
neurones de la SNc ipsilésionnelle des animaux 22, 23 et 24, il existe une différence significative 
entre les valeurs obtenues en utilisant la deuxième et la troisième méthode pour le volume 
moyen de l'arborisation axonale des neurones de la VTA ipsilésionnelle chez les animaux 25, 
27 et 29. Par ailleurs, les tests de Student, à la fois lorsque pairés pour le ratio et pairés pour la 
valeur, n'ont pas démontré de différence statistiquement significative entre les valeurs obtenues 
à partir des immunomarquages contre l'EYFP et celles obtenues à partir des immunomarquages 
contre la TH. 
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 Les valeurs des volumes moyens de l'arborisation axonale des neurones 
dopaminergiques de la VTA des animaux 25, 27 et 29, présentés au graphique 24, ont été 
rapportées sous forme de ratio (en %) exprimant l'augmentation moyenne du volume de 
l'arborisation axonale dans la VTA ipsilésionnelle par rapport à la VTA contralésionnelle. Le 
graphique 25 présente les trois ratios obtenus en fonction des trois méthodes d'estimation 
détaillées précédemment (V6-OHDA-TH+/VCTRL-TH+, V6-OHDA-EYFP+/VCTRL-EYFP+ et V6-OHDA-
EYFP+'/VCTRL-EYFP+). On obtient donc une augmentation moyenne de l'ordre de 134,0%, 138,3% 
et 527,4% respectivement, pour chacune des trois méthodes d'estimation utilisées.  
 
Graphique 25. Estimations de l'augmentation moyenne du volume moyen de l'arborisation 
axonale d'un neurone de la VTA ipsilésionnelle – Sous-groupe P90 DAT-Cre+/- avec injections 
ciblées sur la VTA 
(Graphique 25) Présentation de trois différentes estimations de l'augmentation du volume 
moyen de l'arborisation axonale des neurones de la VTA ipsilésionnelle par rapport à la VTA 
contralésionnelle (en %). La première estimation utilise la quantité de signal TH dans le vSTR 
et le nombre de neurones marqués pour la TH dans la VTA (TH+, en rouge, deuxième bande à 
partir de la gauche). La seconde estimation utilise la quantité de signal EYFP dans le vSTR et 
le nombre de neurones marqués pour l'EYFP dans la VTA (EYFP+, en vert, troisième bande à 
partir de la gauche). La troisième estimation repose aussi sur le nombre de neurones marqués 
pour l'EYFP dans la VTA, mais considère la quantité totale de signal EYFP dans le striatum 




Sommaire des résultats des analyses des sous-groupes transfectés 
avec l'AAV2-EYFP 
  
 Enfin, pour chaque animal, l'augmentation de volume de l'arborisation axonale moyenne, 
présentée au bas des graphiques 21 et 25, a été rapportée sur un graphique en fonction du taux 
de survie neuronale dopaminergique dans la SNc ipsilésionnelle, dans le but de mettre en 
évidence la relation entre l'importance de la lésion à la 6-OHDA et l'accroissement de 
l'arborisation axonale. Le graphique 26 présente les résultats des estimations de l'augmentation 
du volume de l'arborisation axonale des neurones de la SNc pour le sous-groupe d'animaux P90 
DAT-Cre+/- ayant reçu des injections ciblées sur la SNc (animaux 22, 23 et 24), et le graphique 
27 présente les résultats des estimations de l'augmentation du volume de l'arborisation axonale 
des neurones de la VTA pour le sous-groupe d'animaux P90 DAT-Cre+/- ayant reçu des 
injections ciblées sur la VTA (animaux 25, 27 et 29). Pour chaque animal des graphiques 26 et 
27, trois points différents sont représentés, et correspondent aux valeurs obtenues selon les trois 
méthodes d'estimation précédemment décrites (V6-OHDA-TH+/VCTRL-TH+, en rouge, V6-OHDA-
EYFP+/VCTRL-EYFP+, en vert et V6-OHDA-EYFP+'/VCTRL-EYFP+, en noir). Des droites ont été ajustées 
aux trois ensembles de points résultants, afin d'approximer les tendances observées par chacune 
des méthodes d'estimation de l'augmentation du volume de l'arborisation axonale 
ipsilésionnelle. Les coefficients r2 de chaque courbe sont inscrits dans la légende des graphiques 
26 et 27, et indiquent le niveau d'ajustement de chaque courbe au nuage de points qu'elle 
représente.  
 
  Au graphique 26, on observe une très faible tendance à la hausse de la croissance 
axonale des neurones TH+ survivants dans la SNc en fonction de l'importance de la lésion 
nigrale pour les estimations basées sur l'immunomarquage contre la TH (courbe rouge). Pour 
les estimations basées sur l'immunomarquage contre l'EYFP, on observe au contraire une 
tendance à la baisse de la croissance axonale des neurones EYFP+ survivants dans la SNc 
(courbe verte). Les estimations utilisant la troisième méthode (incluant le dSTR et le vSTR dans 
l'estimation du volume de signal EYFP) indiquent par ailleurs une tendance similaire (courbe 
noire). En outre, pour tous les animaux, l'ensemble des points sont bien au-dessus de la droite  
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Graphique 26. Relation entre la taille de la lésion dans la SNc et l'augmentation de la taille de 
l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques survivants dans la SNc – Sous-groupe P90 
DAT-Cre+/- avec injections ciblées sur la SNc 
 
Graphique 27. Relation entre la taille de la lésion dans la SNc et l'augmentation de la taille de 
l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques survivants dans la VTA – Sous-groupe 




(Graphiques 26 et 27, page précédente) Illustration de la relation entre l'importance de la perte 
de neurones TH+ dans la SNc (exprimée en abscisses par le taux de survie des neurones rapporté 
sur un axe inversé), et trois estimateurs de la croissance axonale (V6-OHDA/VCTRL, estimé en 
utilisant le signal TH, le signal EYFP, et le signal EYFP'). Les valeurs obtenues pour chaque 
animal sont représentées par une triade de points (point rouge: signal TH, point vert: signal 
EYFP, point noir: signal EYFP'), et ces paires sont numérotées selon l'animal correspondant, à 
titre indicatif. Le graphique 26 présente les estimations de croissance des neurones de la VTA 
ipsilésionnelle, basées sur les résultats obtenus chez les animaux 25, 27 et 29 du groupe P90 
DAT-Cre+/- ayant reçu une transfection ciblée sur la VTA. Le graphique 27 présente les 
estimations de croissance des neurones de la SNc ipsilésionnelle, basées sur les résultats obtenus 
chez les animaux 25, 27 et 29 du groupe P90 DAT-Cre+/- ayant reçu une transfection ciblée sur 
la SNc. Les droites tracées sur les graphiques représentent l'équation linéaire représentant le 
mieux la tendance observée pour le groupe de points concerné (droite rouge: signal TH, droite 
verte: signal EYFP, droite noire: signal EYFP'). Le coefficient r2, indiquant le niveau 
d'ajustement de la courbe au groupe de points qu'elle représente, était de 0,006167 pour la droite 
TH, 0,9896 pour la droite EYFP et 0,7837 pour la droite EYFP' du graphique 26. Les coefficients 
r2 du graphique 27 étaient de 0,8893 pour la droite TH, 0,8460 pour la droite EYFP et 0,7355 
pour la droite EYFP' (le coefficient r2 a une valeur de 0 à 1, r2=1 représentant un ajustement 
parfait de la courbe à l'ensemble de points).  
 
y=100 (correspondant à une taille inchangée entre neurones ipsilésionnels et contralésionnels). 
On déduit donc qu'en considérant le signal TH+ provenant des neurones dopaminergiques 
innervant le dSTR, la croissance axonale semble être plus grande lorsque la lésion de la SNc est 
plus importante, alors qu'en considérant le signal EYFP+, provenant seulement des neurones de 
la SNc ipsilésionnelle, cette croissance semble être de moindre importance lorsque la lésion est 
plus significative. 
 
 Au graphique 27, on n'observe pas de tendance visible quant à la croissance axonale des 
neurones TH+ survivants dans la VTA en fonction de l'importance de la lésion nigrale pour les 
estimations basées sur l'immunomarquage contre la TH (courbe rouge). Pour les estimations 
basées sur l'immunomarquage contre l'EYFP, on observe une très faible tendance à la hausse de 
la croissance axonale des neurones EYFP+ dans la VTA ipsilésionnelle (courbe verte). Les 
estimations utilisant la troisième méthode (incluant le dSTR et le vSTR dans l'estimation du 
volume de signal EYFP) indiquent par ailleurs une tendance beaucoup plus forte, à la hausse. 
On déduit donc que ce n'est qu'en considérant le signal EYFP+, provenant seulement des 
neurones de la VTA ipsilésionnelle, qu'il est possible de mettre en évidence une tendance à la 
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hausse entre l'importance de la croissance de l'arborisation axonale des neurones de la VTA et 
l'importance de la perte de neurones TH+ dans la SNc ipsilésionnelle. De plus  cette tendance 
semble être d'autant plus forte lorsque l'on inclut la quantité de signal EYFP mesurée dans le 
dSTR ipsilésionnel, et devant provenir en principe presque exclusivement des neurones 
dopaminergiques de la VTA, puisque les neurones dopaminergiques de la SNc n'ont 









 Dans la présente section, nous détaillerons d'abord les principales découvertes effectuées 
dans le présent projet, en les commentant en regard de la littérature. Des réflexions quant aux 
améliorations pouvant être apportées au modèle, ainsi que des considérations méthodologiques 
seront ensuite présentées. Le tableau V présente un récapitulatif des résultats expérimentaux, et 
réfère aux graphiques où ils peuvent être retrouvés dans la section Résultats.  
 
Dose de 6-OHDA intranigrale requise pour une lésion partielle des neurones 
DA de la SNc chez le souriceau P15 
  
 La première avancée qu'a permis le présent projet est l’identification d'une dose de 6-
OHDA permettant une lésion partielle de la SNc chez le souriceau P5 au moyen d'une injection 
intranigrale. À notre connaissance, ce type précis de lésion n’a pas été décrit chez la souris 
néonatale, et la dose utilisée est beaucoup plus petite que celle initialement envisagée en regard 
des données existantes. Les modèles néonataux utilisant la 6-OHDA, chez le rat, utilisent le plus 
souvent une injection intracisternale de 30 à 100μg de 6-OHDA (Breese et al., 2005; Bruno, 
Strieker, & Zigmond, 1985; Luthman, Bassen, Fredriksson, & Archer, 1997), comme il s’agit 
d’un site plus accessible qui permet une lésion homogène. À titre indicatif, l'injection 
intrastriatale d'une dose de 8,75μg (3,5μl de solution à concentration de 2,5μg/μl de 6-OHDA)  
correspondait à une perte d’environ 70% de l’innervation dopaminergique chez le rat adulte 
(Przedborski et al., 1995), alors que l'injection d'une dose de 16μg dans le MFB (4μl de solution 
à concentration de 4μg/μl de 6-OHDA) induisait une lésion complète des neurones DA de la 
SNc, atteignant toutefois partiellement les neurones DA de la VTA (Yuan, Sarre, Ebinger, & 
Michotte, 2005). En comparaison, nous avons utilisé ici 0,125μg de 6-OHDA : l’injection 
intraparenchymateuse près des corps cellulaires des neurones de la SNc semble donc nécessiter 
une dose beaucoup moins forte, a fortiori chez le souriceau P5, dont la masse corporelle est 
d'environ 5g. Plusieurs facteurs peuvent expliquer que cette voie d’administration soit 
relativement peu utilisée : il est difficile de cibler la structure de façon reproductible chez le  
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Tableau V. Récapitulatif des principaux résultats 
 






















P15 DAT-Cre+/- 6230 3722 9497 8894 59,7  (*) 93,7  (NS)  5 
P90 WT 6782 3622 6953 7223 55,0  (**) 104,0  (NS)  10 
P90 DAT-Cre+/- 6441 3585 8143 6974 55,7  (****) 85,6  (**)  14 
         
 























P15 DAT-Cre+/- 17,36 13,43 3,01 2,88 77,4 (*)  95,7 (NS)  5 
P90 WT 12,07 10,23 1,70 1,58 84,8 (*) 92,9 (NS)  10 
P90 DAT-Cre+/- 12,24 11,24 1,73 1,68 91,8 (NS)  97,1 (NS)  14          
 
Volume moyen de l'arborisation axonale 
(x106m3) 























P15 DAT-Cre+/- 2,89 4,00 0,323 0,328 139,3 (*) 103,7 (NS)  6 
P90 WT 1,82 2,86 0,242 0,219 159,4 (***) 92,6 (NS)  11 
P90 DAT-Cre+/- 1,94 3,26 0,219 0,248 168,7 (****) 114,6 (*)  15 
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jeune animal au crâne mal ossifié, et la lésion résultante est plus hétérogène (Simola & Morelli, 
2007). Toutefois, l’intérêt d’utiliser cette voie est est justement sa grande spécificité spatiale, 
qui permet de cibler presque exclusivement les neurones de la SNc du côté concerné. En effet, 
en considérant les résultats actuels, une perte d'environ 15% des neurones de la VTA a été 
engendrée par l'injection intranigrale de 6-OHDA dans deux groupes (P15 WT et P90 DAT-
Cre+/-), alors que dans deux autres, cette lésion a été très faible voire inexistante, et non 
significative (groupes P15 DAT-Cre+/- et P90 WT). Chez les animaux qui ont subi une perte 
neuronale dopaminergique dans la VTA, les immunomarquages ont clairement démontré que 
cette perte était rencontrée chez les neurones de la VTA tout juste adjacents à la SNc, suggérant 
qu'en ajustant davantage la concentration et, surtout, les coordonnées d'injection, il serait 
possible de diminuer encore cette perte neuronale non-désirée. Comme il n'existe pas à ce jour 
de mécanisme permettant de distinguer génétiquement et de manipuler de façon isolée les 
neurones DA de la SNc indépendamment de ceux de la VTA, la sélection anatomique que 
permet l'injection intranigrale demeure une méthode pertinente pour effectuer une lésion isolée 
des neurones de la SNc.  
 
La vulnérabilité des neurones DA du mésencéphale pourrait varier en 
fonction du génotype et des niveaux de DAT qui y sont associés 
 
 Les résultats des décomptes de neurones DA TH+ de la SNc permettent de dégager 
certaines tendances intéressantes quant à l'influence du génotype des animaux utilisés sur la 
vulnérabilité des neurones à la 6-OHDA. En effet, à la lumière des résultats préliminaires des 
comptes manuels de neurones, il a été soulevé que le génotype DAT-Cre+/- semble avoir un 
impact sur la vulnérabilité neuronale dopaminergique à la 6-OHDA, ce qui concorde avec 
l’hypothèse qu’une moins grande quantité de DAT devrait faire entrer moins de cette 
neurotoxine dans le neurone. Cela s'est aussi avéré être le cas chez les animaux des groupes P15: 
la survie moyenne des neurones DA post-lésion était de 48,0% dans la SNc et de 84,3% dans la 
VTA chez les animaux WT, alors que pour les animaux DAT-Cre+/-, la survie était plus élevée: 
59,7% dans la SNc et 93,7% dans la VTA. Par contre, cette tendance à une vulnérabilité moindre 
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chez les animaux DAT-Cre+/- n'a pas été mise en évidence chez les groupes des animaux P90: 
la survie moyenne des neurones DA post-lésion était de 55,0% dans la SNc et de 104,0% dans 
la VTA des animaux WT, contre 55,7% dans la SNc et seulement 85,6% dans la VTA des 
animaux DAT-Cre+/-. Ce résultat contre-intuitif pourrait s'expliquer par une injection qui était 
en moyenne plus médiale ayant atteint davantage la VTA chez le groupe d'animaux P90 DAT-
Cre+/-, ou encore que la diminution de vulnérabilité qui serait en théorie présente lorsque les 
niveaux de DAT sont plus faibles, n'est en réalité que peu ou pas significative dans le contexte 
du protocole utilisé. Si le potentiel de transport du DAT n'est pas saturé, il est possible que les 
neurones DAT-Cre+/- et les neurones WT, à conditions égales, effectuent au final le transport 
cellulaire des mêmes quantités de 6-OHDA avant que celle-ci ne soit rendue inactive.  
 
 Le nombre d’animaux DAT-Cre+/- et  WT étudiés pour une injection de 0,5μl de 6-
OHDA à concentration de 0,25 μg/μl devrait toutefois être augmenté pour pouvoir conclure sur 
la valeur de ces résultats et sur l'existence d'une différence quant à la vulnérabilité neuronale 
dopaminergique entre les deux génotypes dans le cadre du protocole actuel. Malgré tout, les 
résultats retrouvés dans la littérature semblent être en faveur d'une telle différence. À titre 
d'exemple, chez le rat, la vulnérabilité des populations neuronales DA de la SNc et de la VTA 
à la 6-OHDA est effectivement positivement associée aux niveaux d'expression du DAT dans 
chacune des populations neuronales (González-Hernández, Barroso-Chinea, De La Cruz Muros, 
Del Mar Pérez-Delgado, & Rodríguez, 2004). De plus, la disposition topographique des niveaux 
de DAT glycosylé, forme plus efficace du DAT (Li et al., 2004), est corrélée positivement à la 
vulnérabilité dopaminergique dans les modèles animaux de la maladie de Parkinson, ainsi que 
chez les patients atteints par la maladie (Afonso-Oramas et al., 2009). Cette dernière constatation 
indique que les niveaux de DAT et le degré d'efficacité de transport du DAT, facteurs sujets à 
variation entre animaux WT et animaux DAT-Cre+/-, ont une influence sur la vulnérabilité à la 
6-OHDA. Quoiqu'il en soit, pour les prochaines expériences, nous prévoyons utiliser plutôt des 
animaux hétérozygotes de la souche DAT-IRES/Cre, une souche présentant une baisse non 
significative des niveaux de DAT, éliminant la nécessité de tenir compte du génotype dans 




Les neurones DA du mésencéphale semblent compenser presque 
complètement la perte de neurones de la SNc en rétablissant la quantité 
d'arborisation axonale TH+ dans le striatum post-lésionnel à un temps 
précoce 
 
 En considérant les résultats obtenus en analysant le nombre de neurones TH+ survivants 
dans la SNc et la VTA ainsi que l'estimation de la quantité de signal TH+ dans le striatum, l'une 
des constatations les plus intéressantes de la présente étude est que la quantité de signal TH+ 
dans le dSTR semble ne pas diminuer de façon proportionnelle au nombre de neurones 
dopaminergiques éliminés dans la SNc, et qu'il en est de même dans le vSTR des animaux avec 
une lésion de la VTA. En effet, suite à l'injection de 6-OHDA, la perte d'une proportion n de 
neurones DA du mésencéphale devrait en théorie mener à la perte d'une proportion équivalente 
du volume d'arborisation axonale dopaminergique dans le striatum, or les données recueillies 
semblent démontrer que ce n'est pas le cas. Par exemple, chez le groupe P15 WT, la survie de 
48,0% des neurones de la SNc a été associée au maintien de 75,6% de la quantité de voxels TH+ 
dans le dSTR, estimée selon la méthode d'échantillonnage décrite dans la section Matériel et 
méthodes, et correspondant à l'estimation du volume totale d'arborisation axonale 
dopaminergique. Toujours chez le groupe P15 WT, qui avait aussi subi une perte moindre, mais 
significative, des neurones TH+ de la VTA (survie de 84,3%), cette perte a même été associée 
à une augmentation de l'estimation du volume de signal TH+ dans le vSTR. Par ailleurs, une 
tendance similaire s'est établie chez le groupe P15 DAT-Cre+/-: la survie de 59,7% des neurones 
de la SNc a été associée au maintien de 77,4% du volume de signal TH+ dans le dSTR, alors 
que la VTA et le vSTR ipsilésionnels n'ont pas subi de changement significatif par rapport au 
côté contralésionnel. De tels résultats reflètent les observations effectuées précédemment chez 
le rat adulte ayant subi une lésion nigrale précoce à la 6-OHDA presque complète (90%), chez 
qui environ 33% des niveaux de TH étaient préservés post-lésion (Pickel, Johnson, Carson, & 
Chan, 1992).  
  
 Les résultats obtenus pour les groupes d'animaux P90 viennent étayer encore davantage 
les résultats décrits ci-haut. En effet, la disproportion entre perte neuronale et diminution de 
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quantité de signal TH+ dans le striatum chez l'animal P15 est encore plus marquée chez l'animal 
P90, si bien que la différence entre striatum lésé et non-lésé devient imperceptible dans un des 
deux groupes. Chez le groupe P90 WT, 55,0% des neurones DA de la SNc ipsilésionnelle ont 
survécu, alors que le dSTR ipsilésionnel a conservé 84,8% de la quantité estimée de volume de 
signal TH+. Par ailleurs, la VTA ne semble pas avoir été lésée de façon significative pour ce 
groupe, ce qui a été associé à une absence de différence statistiquement significative quant aux 
quantités estimées de signal TH+ entre les deux vSTR. Chez le groupe DAT-Cre+/-, 55,7% des 
neurones DA de la SNc ipsilésionnelle ont survécu, alors que le dSTR ipsilésionnel a conservé 
91,8% de la quantité estimée de volume de signal TH+, ce qui ne constituait pas une variation 
statistiquement significative de la valeur estimée du côté contralésionnel. Par ailleurs, la VTA, 
dans laquelle 85,6% des neurones DA avaient survécu, le dSTR ipsilésionnel a conservé 97,1% 
de la quantité estimée de volume de signal TH+, ce qui, ici encore, ne constituait pas une 
variation statistiquement significative de la valeur estimée du côté contralésionnel.  
 
 Bien qu'il soit possible que la méthode utilisée pour estimer le volume total de signal 
TH+ dans le striatum n'ait pas été assez sensible pour détecter toute l'ampleur de la perte du 
volume d'arborisation dopaminergique dans le striatum, il est peu probable que la différence 
entre la perte de neurones et la perte de signal soit exclusivement expliquée par une trop faible 
sensibilité. D'une part, le fait que la perte de signal TH dans le dSTR soit encore plus faible chez 
l'animal P90, pour une perte neuronale nigrale de même calibre, suggère qu'un processus actif 
est entré en jeu pour rétablir les terminaisons TH dans le striatum, entre l'âge de 15 jours et de 
90 jours. Ce processus était probablement également effectif entre le moment où la lésion a été 
effectuée et l'âge de 15 jours, ce qui pourrait expliquer les résultats obtenus chez les groupes 
P15, soit un volume de signal TH dans le striatum plus grand qu'escompté en regard de la lésion 
mésencéphalique. D'autre part, de tels résultats concordent avec la littérature existante: tout en 
soulignant que la quantification de la densité des fibres TH ne pouvait suffire à déterminer avec 
certitude la présence d'une réinnervation, Liberatore et al. ont confirmé que du bourgeonnement 
axonal a bien lieu dans le striatum en utilisant des marqueurs indépendants du métabolisme de 
la DA, soit un traceur antérograde (dextrane-biotine) et une coloration de Golgi, dans un modèle 
de lésion mécanique du dSTR chez la souris (Liberatore et al., 1999). En outre, dans un modèle 
de lésion partielle de la SNc chez le rat adulte, Finkelstein et al. ont démontré qu'un 
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bourgeonnement compensatoire des neurones DA survivants avait lieu, en effectuant des 
reconstructions de neurones DA marqués par le dextrane-biotine (Finkelstein et al., 2000). À la 
lumière de nos résultats, le modèle explicatif le plus probable est qu'il y a eu réinnervation 
dopaminergique par croissance compensatoire chez tous les groupes d'animaux lésés. En effet, 
les neurones DA du mésencéphale semblent, chez l'animal adulte 85 jours après la lésion, 
compenser presque complètement la perte de neurones de la SNc en rétablissant la quantité 
d'arborisation axonale TH+ dans le dSTR post-lésionnel à des niveaux comparables au dSTR 
non-lésé. De plus, ce phénomène de compensation est probablement déclenché à un temps 
précoce suivant la lésion dopaminergique nigrale, comme le suggèrent les résultats obtenus chez 
l'animal P15.  
  
 En outre, certains auteurs ont soulevé qu'une partie de la perte des neurones TH+ dans 
le mésencéphale suivant une lésion à la 6-OHDA était en fait attribuée à un changement de 
phénotype (Finkelstein et al., 2000). En effet, pour une lésion présumée complète de la SNc, 
une coloration au rouge neutre révélait la survie d'environ 10% des neurones de la SNc, qui 
avaient perdu l'immunoréactivité pour la TH (Yuan et al., 2005). Cependant, dans le modèle 
actuel, de tels neurones, s'ils n'expriment plus la TH au niveau du corps neuronal, ne seront plus 
comptabilisés dans les comptes neuronaux TH+ et ne présenteront plus la TH au niveau de leurs 
prolongements axonaux dans le striatum. De ce fait, ils ne seraient pas détectés par la 
quantification utilisée, n'altérant pas les conclusions précédemment énoncées, et ne 
contribueraient pas à la synthèse de DA dans le striatum. Par ailleurs,  Finkelstein et al. soulèvent 
la possibilité que les neurones ayant perdu le phénotype TH puissent retrouver la capacité 
d'expression de l'enzyme au fil du temps, puisque leur étude n'a sacrifié les animaux que 10 à 
14 jours après l'administration de 6-OHDA (Finkelstein et al., 2000). Nous avons toutefois 
quantifié le nombre de neurones TH survivants 10 et 85 jours après administration de cette 
neurotoxine, et la perte dans la SNc était similaire et significative dans les deux cas, ne laissant 
pas entrevoir une participation importante du regain de phénotype TH, même à long terme, au 
nombre de neurones TH comptés dans le mésencéphale.  
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La compensation observée dans le dSTR semble provenir à la fois de la VTA 
et de la SNc, d'après les résultats des premières transfections virales 
 
 Tel que présenté plus haut, un phénomène de croissance compensatoire de l'arborisation 
axonale semble se manifester à la fois chez les neurones dopaminergiques de la SNc et ceux de 
la VTA lorsque ces structures subissent une perte partielle de leur population de neurones DA. 
Toutefois, la méthodologie utilisée pour analyser la présence de cette croissance compensatoire 
assumait une innervation stricte du dSTR par la SNc et du vSTR par la VTA, ce qui constitue 
une approximation imprécise de l'anatomie mésostriatale. En effet, il est connu qu'une partie des 
neurones de la VTA innervent le dSTR médioventral chez le rat et la souris (Bentivoglio & 
Morelli, 2005). De plus, des reconstructions neuronales ont démontré que quelques neurones de 
la SNc (étage ventral) innervaient l'équivalent du vSTR chez le rat (Prensa & Parent, 2001). En 
outre, il existe certaines preuves en faveur d'une compensation partielle de la VTA lors d'une 
perte de terminaisons dopaminergiques dans le dSTR (Blanchard et al., 1996; Song et al., 2000).  
 
 Afin de statuer sur la présence du phénomène de réinnervation du dSTR post-lésion par 
les neurones de la VTA dans notre modèle, les injections virales d'AAV2-EYFP ont été 
effectuées dans le but de retracer l'innervation respective de la SNc et de la VTA. Toutefois, le 
protocole d'injection d'AAV2-EYFP s'est avéré utiliser une dose trop grande de virus, à des 
coordonnées n'isolant pas strictement la VTA ou la SNc dans les injections respectives de ces 
deux structures. Alors que la méthodologie d'analyse prévoyait initialement comparer les 
neurones ipsilésionnels aux neurones contralésionnels chez un même animal, la plupart des 
animaux du groupe P90 DAT-Cre+/- injectés avec l'AAV2-EYFP ont eu une transfection 
partielle de la structure non-ciblée, du côté contralésionnel, et quelques animaux présentaient 
aussi une telle transfection non-spécifique du côté ipsilésionnel. Toutefois, du côté ipsilésionnel, 
trois animaux ont présenté une transfection isolée de la SNc (animaux 22, 23 et 24) et trois 
animaux ont présenté une transfection isolée de la VTA. La méthodologie d'analyse a donc été 
modifiée pour n'étudier que les structures ipsilésionnelles de ces animaux, tel que présenté dans 
la section Résultats, et permet de tirer des conclusions préliminaires en vue des prochaines 
étapes du projet. De plus, à la lumière des résultats des taux de transfection virale obtenus dans 
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le présent projet (graphique 19 et graphique 23), les doses et coordonnées pourront être révisées 
à la baisse pour permettre une transfection isolée de la SNc ou de la VTA lors des prochaines 
étapes du développement du modèle actuel, afin de pouvoir comparer l'innervation de l'une ou 
l'autre des structures lésées par rapport au côté contralésionnel.  
 
 Pour ce qui est des résultats obtenus ici et présentés aux graphiques 20, 21, 24 et 25, on 
observe des tendances concordant avec la littérature existante, bien qu'elles proviennent d'un 
petit nombre d'animaux. Les résultats provenant des immunomarquages contre l'EYFP, comme 
l'ont fait ceux provenant des immunomarquages contre la TH, indiquent que les neurones de la 
SNc semblent effectivement avoir la capacité d'augmenter la taille de leur arborisation axonale 
dans le dSTR afin de compenser une perte d'une partie de leur population. En effet, les injections 
virales isolées de la SNc ipsilésionnelle chez les animaux 22, 23 et 24 illustrent que lorsque l'on 
considère le signal EYFP+ provenant du dSTR seulement, l'arborisation axonale moyenne 
ipsilésionnelle est de volume comparable à l'estimation utilisant le signal TH+ dans le dSTR 
(3,59 x 106 m3 et 7,89 x 106 m3 respectivement, sans différence significative), soit une 
augmentation de 300,3% (*) pour l'estimation basée sur l'EYFP et 194,8% (**) pour l'estimation 
basée sur la TH, par rapport au côté contralésionnel. De plus, en considérant le volume de signal 
EYFP+ dans le vSTR en plus du dSTR (estimation EYFP+'), on voit que l'estimation du volume 
moyen de l'arborisation axonale des neurones DA de la SNc n'est pas significativement différent 
entre les deux méthodes d'estimation (8,73 x 106 m3 pour l'estimation EYFP+' contre 7,89 x 
106 m3 pour l'estimation EYFP+), ce qui était attendu, étant donné que les neurones de la SNc 
ne sont pas reconnus comme innervant de façon importante le vSTR (Bentivoglio & Morelli, 
2005).   
 
 Toutefois, les résultats des injections virales isolées de la VTA ipsilésionnelle chez les 
animaux 25, 27 et 29 semblent indiquer que la réinnervation du dSTR n'est pas exclusivement 
réalisée par les neurones de la SNc survivants. En effet, pour  ce groupe d'animaux, lorsque l'on 
considère le signal EYFP+ provenant du vSTR seulement, l'arborisation axonale moyenne 
ipsilésionnelle est de volume similaire à l'estimation utilisant le signal TH+ dans le vSTR (0,241 
x 106 m3 (EYFP+) contre 0,266 x 106 m3 (TH+), soit une augmentation de 138,3% (NS) et 
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de 134,0% (*) par rapport au côté contralésionnel, respectivement) alors qu'en considérant le 
volume de signal EYFP+ dans le dSTR en plus du vSTR (estimation EYFP+'), on remarque que 
l'estimation du volume de l'arborisation axonale des neurones DA de la VTA augmente de façon 
significative, pour un volume moyen de 0,847 x 106 m3 (estimation EYFP+') contre 0,241 x 
106 m3 (estimation EYFP+), soit une augmentation de 527,4% (NS) contre 138,3% (NS) 
respectivement, par rapport au côté contralésionnel. Bien que les résultats des ratios 
d'augmentation du volume obtenus avec les estimations EYFP n'indiquent pas une augmentation 
significative par rapport au côté contralésionnel, une tendance claire semble être présente et 
devrait être réévaluée en utilisant un plus grand échantillon d'animaux transfectés dans la VTA. 
La présence d'une quantité significative de signal EYFP dans le dSTR des animaux 25, 27 et 29 
est à elle seule un argument convaincant en faveur de l'envoi par les neurones de la VTA de 
prolongements dans le dSTR, puisque le nombre de neurones transfectés dans la SNc 
ipsilésionnelle était minime chez ces animaux (0, 53 et 56 neurones respectivement). Même en 
considérant l'incertitude associée aux estimations stéréologiques d'un très faible nombre de 
neurones, il apparaît invraisemblable qu'une telle quantité de signal EYFP+ dans le dSTR soit 
expliquée uniquement par les neurones de la SNc transfectés de manière fortuite.  
 
 Tel que mentionné plus tôt, cela concorde avec plusieurs observations rapportées dans 
la littérature chez l'animal ayant subi une perte partielle de l'innervation striatale 
dopaminergique. Par exemple, certains auteurs ont rapporté une augmentation des niveaux 
d'ARNm de la TH dans la VTA d'animaux ayant subi une lésion partielle à la 6-OHDA 
(Blanchard et al., 1996; Frohna et al., 1997; Song et al., 2000), et d'autres ont relevé une 
augmentation de la synthèse d'IL-1, cytokine favorisant le bourgeonnement, à la fois dans le 
vSTR et le dSTR des jeunes souris lésées au MPTP, alors que ce phénomène était fortement 
atténué et limité au dSTR chez l'animal adulte (Ho & Blum, 1998), suggérant une activité de 





Le volume de l'arborisation axonale moyenne des neurones DA de la SNc est 
plus grand que celui des neurones DA de la VTA  
 
  En considérant d'abord les valeurs estimées du volume de l'arborisation axonale 
moyenne des neurones DA de la SNc et de la VTA du côté contralésionnel, on remarque que 
celles-ci sont beaucoup plus grandes pour les neurones DA de la SNc que pour ceux de la VTA, 
indépendamment de l'âge ou du génotype. Cette constatation est compatible avec les résultats 
rapportés pour les neurones DA en culture au sein de notre laboratoire. En effet, Pacelli et al. 
ont établi la première comparaison quantitative entre ces deux sous-populations neuronales en 
culture, et démontré que la taille l'arborisation axonale des neurones de la SNc était en moyenne 
113% plus grande que celle des neurones de la VTA à 3 jours in vitro, et 69% plus grande à 7 
jours in vitro (Pacelli et al., 2015). Ici, en se basant sur des données ex vivo, en rapportant le 
volume de signal TH dans le dSTR au nombre de neurones DA estimé par stéréologie dans la 
SNc et en rapportant le volume de signal TH dans le vSTR au nombre estimé de neurones DA 
dans la VTA, on constate que les neurones de la SNc ont une taille d'arborisation plus grande 
d'un ordre de magnitude environ, comparativement aux neurones de la VTA (taille des neurones 
de la SNc 871% plus grande que celle des neurones de la VTA pour les animaux P15 WT, 795% 
plus grande pour les animaux P15 DAT-Cre+/-, 652% plus grande pour les animaux P90 WT et 
786% plus grande pour les animaux P90 DAT-Cre+/-, se référer au tableau V pour les valeurs 
absolues correspondantes).  
 
Les neurones DA survivants dans la SNc augmentent la taille de leur 
arborisation axonale après une perte partielle de leur population 
 
 En calculant le taux de variation des volumes moyens de l'arborisation axonale des 
structures du côté lésé par rapport au côté non-lésé, on peut estimer l'importance de la croissance 
compensatoire qui a eu lieu au niveau de l'arborisation axonale ipsilésionnelle. On retrouve donc 
chez les animaux étudiés une augmentation de l'ordre de 165,3% dans la SNc et 143,9% dans la 
VTA pour les animaux WT et de 139,3% dans la SNc pour les animaux DAT-Cre+/-, à 15 jours 
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de vie (graphiques 3 et 6). À 90 jours de vie, l'estimation de la croissance compensatoire était 
de 159,4% dans la SNc du groupe WT et de 168,7% dans la SNc et 114,6% dans la VTA du 
groupe DAT-Cre+/- (graphiques 11 et 15). Aucune variation significative du taux de croissance 
compensatoire n'a été observée dans les VTA des groupes P15 DAT-Cre+/- et P90 WT.   
 
 Tel que mentionné plus haut, en utilisant les estimations basées sur les 
immunomarquages EYFP chez le groupe d'animaux P90 DAT-Cre+/-, et en omettant 
l'innervation partielle du dSTR par la VTA, on observe une croissance compensatoire de l'ordre 
de 300,3% (*) dans les neurones de la SNc (animaux 22, 23 et 24), la croissance compensatoire 
n'étant pas significative pour les neurones de la VTA (animaux 25, 27 et 29, croissance 
compensatoire moyenne de 138,3%). Il est probable que l'absence de croissance compensatoire 
des neurones de la VTA dans le signal TH soit due au fait que ces neurones ne présentent pas 
une activité de bourgeonnement importante dans le vSTR, mais contribuent à la réinnervation 
du dSTR, comme semble l'indiquer le résultat des injections virales des neurones de la VTA 
basées sur l'estimation du signal EYFP+' (527,4% d'augmentation en taille, NS). 
 
 Bien que les valeurs obtenues à partir des immunomarquages contre la TH et présentées 
au tableau V fassent abstraction de la contribution apportée par les neurones de la VTA 
réinnervant le dSTR lésé, elles mettent en évidence une tendance claire: les neurones DA 
survivants dans la SNc et la VTA ont effectivement la capacité d'augmenter la taille de leur 
arborisation axonale après une perte partielle de leur population. Des résultats obtenus chez le 
rat montrent par ailleurs que le nombre d'embranchements par arborisation des neurones de la 
SNc était augmenté d'un ordre de magnitude suivant une lésion de 50%-55% des neurones DA 
de la SNc, et que le nombre de varicosités par neurone augmentait aussi d'environ 820% (Stanic 
et al., 2003). Il est donc probable que l'augmentation du volume de signal TH+ obtenu dans les 
groupes expérimentaux actuels soit expliquée par une augmentation proportionnellement plus 
grande de ces deux paramètres, entraînant une hausse de la demande bioénergétique des 
neurones.   
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Relation entre l'importance de la lésion nigrale dopaminergique et 
l'augmentation de la taille de l'arborisation axonale des neurones 
dopaminergiques mésencéphaliques 
 
 Pour conclure la présentation des principaux résultats obtenus au cours du présent projet, 
les relations observées entre l'importance de la lésion nigrale dopaminergique et l'augmentation 
de la taille de l'arborisation axonale des neurones de la SNc et de la VTA ipsilésionnelles seront 
commentées. Pour le groupe P15 WT, une relation à la hausse a été observée entre l'importance 
de la lésion nigrale dopaminergique et l'augmentation en taille de l'arborisation axonale des 
neurones de la SNc et de la VTA,  tel que présenté au graphique 7, avec une pente de valeur 
plus élevée pour les neurones de la SNc. Pour le groupe P15 DAT-Cre+/-, une relation à la hausse 
entre ces deux paramètres a aussi été observée pour les neurones de la SNc et de la VTA avec 
une pente de valeur plus élevée pour les neurones de la SNc, et des pentes de valeurs moins 
élevées que celles du groupe P15 WT (graphique 8). Il est à noter que les lésions dans le groupe 
P15 WT étaient en moyenne plus fortes que chez le groupe DAT-Cre+/-, ce qui pourrait expliquer 
en partie cette dernière différence.  
 
 Pour le groupe P90 WT, une relation à la hausse a aussi été remarquée pour les neurones 
de la SNc, mais pas pour ceux de la VTA (graphique 16), alors que pour le groupe P90 DAT-
Cre+/-, une relation à la hausse a été remarquée pour les neurones de la SNc et de la VTA, avec 
des pentes de valeur  similaires (graphique 17). Globalement, il ressort de ces constatations que 
la SNc et la VTA peuvent augmenter leur compensation en présence d'une perte d'innervation 
dopaminergique striatale plus importante.  
 
 Toutefois, tel que mentionné précédemment, les résultats obtenus à partir des 
immunomarquages contre la TH ne tiennent pas compte de l'innervation partielle du dSTR par 
la VTA. En ce qui concerne les relations mises en évidence par les injections virales spécifiques 
de neurones de la SNc ou de la VTA, de nouvelles tendances semblent émerger.  Tel que 
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présenté au graphique 26, alors que selon l'estimation TH+, une relation à la hausse semble être 
présente quant à l'importance de l'augmentation du volume de l'arborisation axonale des 
neurones de la SNc en fonction de l'importance de la lésion nigrale, cette relation semble plutôt 
être faiblement à la baisse lorsque les estimations basées sur l'estimation EYFP+ sont 
considérées. Cela signifierait que les neurones DA de la SNc ont la capacité d'augmenter 
significativement la taille de leur arborisation axonale (à raison d'environ 200%), mais que cette 
capacité atteindrait un plateau, et qu'advenant une perte plus grande de l'innervation DA du 
dSTR, une compensation plus importante n'est pas observée 85 jours post-lésion, soit parce 
qu'elle n'est pas possible ou parce qu'elle prend plus de temps à être établie et n'est pas complète 
85 jours post-lésion. Toutefois, puisque le taux de perte neuronale DA ne variait pas sur une 
grande étendue d'un animal étudié à l'autre, il importe de mentionner que la capacité de 
l'échantillon expérimental à détecter ce genre de relation demeure limitée. Quoiqu'il en soit, il 
est intéressant d'interpréter ces résultats préliminaires en regard d'expériences effectuées avec 
un modèle de lésion partielle de la SNc chez la souris adulte comparant le potentiel de 
réinnervation de souris WT, D1-knock-out et D2-knock-out (Parish, Finkelstein, Drago, Borrelli, 
& Horne, 2001). Parish et al. ont émis l'hypothèse que les axones dopaminergiques chez les 
animaux D2-knock-out avaient atteint une taille d'arborisation axonale maximale chez l'animal 
non-lésé (taille plus grande que chez l'animal WT ou l'animal D1-knock-out), et que le potentiel 
de compensation existant chez l'animal WT et l'animal D1-knock-out n'était pas préservé chez 
l'animal D2-knock-out post-lésion, suggérant que le récepteur D2 est responsable de moduler la 
taille de l'arborisation axonale des neurones de la SNc, et que sans lui, ces neurones croissent 
davantage durant le développement, mais perdent leur potentiel de compenser une lésion 
survenant plus tard. Ils ont observé que chez l'animal WT, la quantité de terminaisons 
immunomarquées contre le DAT dans le striatum était maintenue à des niveaux stables jusqu'à 
une perte d'environ 75% des neurones de la SNc, point à partir duquel les niveaux de DAT dans 
le striatum baissaient drastiquement (Parish et al., 2001). 
 
 En ce qui concerne les neurones de la VTA (graphique 27), alors que nous n'observons 
pas de tendance visible quant à la croissance axonale des neurones DA survivants dans la VTA 
en fonction de l'importance de la lésion nigrale selon l'estimation TH+, l'estimation EYFP+ 
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semble indiquer une très faible tendance à la hausse de la croissance axonale des neurones 
EYFP+ de la VTA ipsilésionnelle. En revanche, les estimations utilisant la troisième méthode 
(incluant le signal EYFP du dSTR et du vSTR dans l'estimation du volume de signal) indiquent 
par ailleurs une tendance à la hausse beaucoup plus forte. Donc, alors que les neurones de la 
SNc semblent atteindre un maximum quant à leur capacité de compensation axonale, le potentiel 
de réinnervation des neurones de la VTA ipsilésionnelle n'est pas saturé et est mis à profit en 
fonction de l'importance de la lésion. Ces constatations sont toutefois à considérer avec réserve 
du fait du peu  d'animaux utilisés, et mériteraient une investigation plus approfondie pour établir 
la nature exacte de la relation observée, et sa capacité de prédire l'importance de la croissance 
axonale compensatoire en fonction de l'importance de la lésion nigrale.  
  
Considérations méthodologiques  
 
 Nous passerons maintenant en revue quelques difficultés associées au présent modèle, 
ainsi que des considérations de nature méthodologique quant à des améliorations pouvant y être 
apportées.  
 
Chirurgies stéréotaxiques chez le souriceau P5 
 
  D'abord, l'utilisation de souriceaux, bien qu'elle permette de profiter du potentiel de 
croissance axonale et synaptique du cerveau à un stade précoce de la maturation du SNc (Filbin, 
2006), apporte certaines difficultés quant à l'utilisation de la chirurgie stéréotaxique. En effet, le 
crâne des souriceaux à P5 est encore trop mou pour pouvoir fixer la tête sur un système 
stéréotaxique  conventionnel, ce qui complique le positionnement et l’immobilisation de la tête 
et fait en sorte que le  site d’injection est toujours sujet à une certaine incertitude spatiale dans 
les trois axes. Par ailleurs, le sinus lambdoïde et la suture sus-jacente sont sujets à une certaine 
variabilité anatomique d’un animal adulte à l’autre (Blasiak, Czubak, Ignaciak, & 
Lewandowski, 2010), et le sont encore plus chez l’animal immature : le point d’origine varie 
donc légèrement d’un animal à un autre et fait conséquemment varier légèrement l'emplacement 
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neuroanatomique de l’injection. Malgré cela, la plupart des animaux présentaient une lésion à 
la 6-OHDA qui  était marquée au niveau de la SNc et plus faible, voire négligeable, au niveau 
de la VTA. Des modifications à la méthode de support du crâne, ainsi qu'à la technique 
chirurgicale, pourraient encore être apportées pour tenter de diminuer cette variabilité, et la dose 
pourrait être injectée à des coordonnées un peu plus ventrolatérales afin de minimiser davantage 
l'atteinte de la VTA. Si la lésion obtenue est toujours trop variable, il serait possible de grouper 
les animaux selon la présence ou non d'une lésion dans la VTA, et d'étudier ainsi l'effet d'une 
lésion surajoutée de la VTA sur le potentiel de réinnervation striatale dopaminergique. 
 
Quantification de la survie neuronale dans le mésencéphale  
 
 Pour ce qui est de la quantification de la survie neuronale dans le mésencéphale, 
plusieurs facteurs ont pu en affecter la justesse. Comme la SNc et la VTA varient grandement 
dans leur plan de coupe coronal dans l'axe antéropostérieur, le nombre de neurones comptés 
varie forcément selon la série de coupes choisie pour effectuer l'estimation. De plus, malgré 
l’utilisation d’un atlas, un certain biais est présent lors du traçage des zones, puisque la forme 
des structures DA du mésencéphale ainsi que le nombre absolu de neurones dans chaque 
structure varie selon la souche utilisée (Zaborszky & Vadasz, 2001) et que la frontière entre SNc 
et VTA présente un certain degré d'incertitude (Margolis, Lock, Hjelmstad, & Fields, 2006; 
Vogt Weisenhorn, Giesert, & Wurst, 2016; Yetnikoff et al., 2014). Ces derniers éléments 
devraient toutefois constituer une source d'erreur non-différenciée entre les côtés lésé et non-
lésé. Par ailleurs, une difficulté est soulevée par l'utilisation des comptes stéréologiques chez 
l'animal lésé, puisqu'il y a un nombre significativement moindre de corps neuronaux à compter 
du côté ipsilésionnel, ce qui augmente le coefficient de Gundersen. De même, lorsque la perte 
de neurones DA dans la SNc est élevée et que la transfection touche un faible nombre de 
neurones, les comptes stéréologiques correspondants ont un coefficient de Gundersen élevé. 
Bien que l'ajustement des paramètres de comptage soit fait en fonction du côté contralésionnel 
et que des coefficients supérieurs soient acceptés du côté ipsilésionnel pour calculer le 
pourcentage de lésion (Finkelstein et al., 2000), les structures ipsilésionnelles comportent une 
incertitude plus grande sur le nombre de neurones estimé. Ce problème pourrait être résolu en 
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ajustant les paramètres stéréologiques en fonction de la région lésée de l'animal ayant eu la 
lésion la plus forte au sein du groupe, or cette procédure majorerait considérablement le temps 
de comptage total. 
 
Évaluation de la perte du phénotype d'expression de la TH 
 
 Un autre aspect digne de mention est que la perte d'un neurone TH, considérée comme 
équivalant à la mort d’un neurone DA, puisse être expliquée en partie par un changement de 
phénotype suite au stress engendré par la 6-OHDA (Finkelstein et al., 2000; Stanic et al., 2003; 
Yuan et al., 2005). En effet, tel que mentionné dans la section Introduction, ces auteurs ont émis 
l'hypothèse que le phénotype TH perdu puisse être lentement récupéré, et ce plusieurs semaines 
après la survenue de la lésion, contribuant au regain d'innervation TH+ apparent dans le 
striatum. Leur hypothèse se base sur l'utilisation de comptes stéréologiques sur tranches de 
mésencéphale colorées au rouge neutre pour compter les corps neuronaux dans la SNc, et ont 
mis en évidence la survie d'environ 10% de neurones TH- suivant une lésion unilatérale 
complète de la SNc chez le rat (Yuan et al., 2005). Afin d'aborder cette possibilité, nous avons 
tenté une quantification similaire d'estimation du nombre de neurones TH- dans la SNc et la 
VTA au moyen d'une contre-coloration de Nissl sur les coupes immunomarquées à la DAB. 
Malheureusement, sur plusieurs tranches où la densité des neurones TH+ était très élevée, la 
réaction DAB rendait impossible par endroits l'évaluation de la présence de neurones non-TH, 
faiblement marqués en bleu. Afin de parvenir à quantifier ces neurones de manière fiable, le 
protocole d'immunomarquage DAB devrait soit être optimisé pour obtenir un marquage moins 
intense laissant transparaître les corps neuronaux marqués au Nissl, soit être répété sur deux 
séries de coupes distinctes, l'une d'entre elles présentant un immunomarquage DAB contre un 
marqueur neuronal non-spécifique (NeuN, par exemple) permettant d'estimer le nombre de 
neurones totaux dans la SNc et la VTA. Toutefois, tel qu'évoqué plus tôt, les neurones DA 
cessant d’exprimer la TH n'ont pas été comptabilisés parmi les neurones de la SNc participant 
à la réinnervation striatale dopaminergique, et donc la présence de tels neurones n'altère pas les 
conclusions de notre analyse. Cette constatation est aussi celle retenue par Kim et al. (Kim et 
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al., 2011) quant aux erreurs possibles d'interprétation d'une perte suivie d'un regain de signal 
dans une structure lésée.  
 
Estimation du volume moyen de l'arborisation axonale  dans le 
striatum 
 
 En ce qui concerne la méthode d'estimation du volume moyen d'une arborisation axonale 
dopaminergique dans le striatum, plusieurs éléments peuvent être une source d'incertitude. 
D'abord, la méthode d'échantillonnage, bien qu'elle permette de considérer le striatum dans son 
ensemble, peut ne pas détecter des changements hétérogènes, ou à l'inverse surestimer 
l'importance de ceux-ci, puisque l'effet de la lésion nigrale peut en théorie varier dans l'axe 
antéropostérieur et d'une tranche à l'autre. De plus, la mesure de la surface de signal TH+ en 
microscopie confocale permet de faire une estimation de la présence de terminaisons et de 
neurites dopaminergiques, mais ne représente pas le volume réel des structures 
dopaminergiques. La résolution optique du microscope étant d'environ 0,58 m avec un objectif 
20X, et la profondeur de champ étant d'environ 1m, chaque pixel d'une image au microscope 
représente un voxel de 0,58 x 0,58 x 1 m de tissu cérébral fixé, alors que les fibres axonales 
dopaminergiques ont, à titre d'exemple, un diamètre de l'ordre de 0,32m chez le rat (Matsuda 
et al., 2009) (Annexe 4). Dans l'analyse des images du striatum, nous avons considéré qu'un 
pixel ayant une valeur au-dessus d'un certain seuil contenait une quantité non négligeable de 
structures dopaminergiques, le voxel correspondant étant ensuite comptabilisé dans le volume 
estimé de l'arborisation dopaminergique. Cette méthode effectue donc une surestimation du 
volume réel de l'arborisation axonale dopaminergique. De plus, nous n'avons pas considéré 
l'intensité de signal TH+ dans l'analyse des images, mais il est possible que les pixels de plus 
haute intensité correspondent à des voxels où plusieurs fibres se superposent, ou à des fibres où 
la synthèse de dopamine, et donc les niveaux de TH, sont plus élevés. Puisque l'intensité du 
signal et donc la visibilité des fibres est liée intimement au niveau d'activité de synthèse 
dopaminergique, il est possible qu'une augmentation de l'activité de synthèse de la DA fasse 
passer des neurites ou des terminaisons n'exprimant auparavant que faiblement la TH au-dessus 
de la valeur seuil, et que ces fibres soient considérées comme nouvelles. Il est toutefois peu 
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probable qu'un tel phénomène soit responsable d'une part significative des modifications de 
surface de signal observées (Liberatore et al., 1999), et il s'agit d'une source d'erreur non-
différenciée. Enfin, la méthode utilisée a permis d'estimer le volume total des arborisations 
dopaminergiques, mais ne pouvait pas distinguer les contributions respectives de l'augmentation 
du nombre de terminaisons axonales, de l'élongation et de la ramification des fibres axonales au 
volume total observé. La quantification du signal EYFP a fait face à cette même problématique 




 Enfin, une autre difficulté rencontrée au cours des analyses présentées ici, et concernant 
par ailleurs une grande partie de la littérature, est la subdivision anatomique des structures 
étudiées et la définition de ce qui est considéré comme frontières entre celles-ci. En effet, le 
striatum du rongeur est souvent divisé en compartiments ventral (vSTR) et dorsal (dSTR), alors 
que cette subdivision ne correspond à aucun corrélat cytoarchitectonique ou neurochimique 
précis (Voorn, Vanderschuren, Groenewegen, Robbins, & Pennartz, 2004). Par ailleurs, il a 
longtemps été considéré que les neurones de la VTA dorsolatérale innervaient exclusivement le 
compartiment matriciel du striatum alors que le compartiment striosomal (compartiment patch) 
était innervé par la SNc (Bentivoglio & Morelli, 2005), or des méthodes expérimentales plus 
récentes ont démontré que ce n'était pas le cas, et que les neurones des deux structures 
innervaient les deux compartiments, malgré une innervation préférentielle des striosomes par la 
SNc et de la matrice par les neurones de la VTA dorsolatérale (Matsuda et al., 2009).  
 
 
 Comme le montrent les résultats de Prensa et Parent lors de reconstructions de neurones 
individuels (Prensa & Parent, 2001), même en subdivisant les aires dopaminergiques du 
mésencéphale en sous-groupes, deux neurones connexes dans une même structure peuvent 
présenter des patrons de projection au niveau du striatum, mais aussi vers les autres structures 
recevant une innervation dopaminergique, qui sont complètement différents (Bentivoglio & 
Morelli, 2005; Vogt Weisenhorn et al., 2016; Yetnikoff et al., 2014). Ces informations 
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connectomiques obtenues sur un faible nombre de neurones permettent de nuancer les résultats 
obtenus dans des protocoles étudiant l'ensemble de la SNc ou de la VTA, qui reflètent la 
sommation d'un grand nombre de neurones aux projections différentes. De tels protocoles 
permettent d'obtenir une estimation de la tendance populationnelle générale pour une structure, 
mais devraient être complémentés par des analyses plus précises afin de statuer sur l'origine 
neuroanatomique précise des changements observés. Toutefois, les atlas utilisés dans une grande 
proportion des études ne permettent pas un tel degré de précision quant à la délimitation des 
différentes structures (Franklin & Paxinos, 2008; Paxinos et al., 2006). À titre d'exemple, Vogt 
Weisenhorn et al. évoquent l'erreur commise dans plusieurs publications consistant à considérer 
l'aspect dorsolatéral de la VTA chez la souris, surtout le noyau  parabrachial (PBP), comme  
étant l'étage dorsal de la SNc murine (SNcd), ce qui n'est pas le cas. Le PBP est une structure 
analogue à la SNcd humaine, mais fait partie de la VTA murine, alors que l'étage ventral de la 
SNc humaine (SNcv) correspond à la SNcd et à la SNcv de la souris (Vogt Weisenhorn et al., 
2016) (Annexe 5). En effet, ces auteurs rapportent que la SNcd humaine exprime la calbindin-
D28K, protéine considérée comme étant neuroprotectrice, alors que la SNcv humaine, structure 
la plus vulnérable dans la maladie de Parkinson, ne l'exprime pas (Braak et al., 2003; Damier et 
al., 1999a; Damier, Hirsch, Agid, & Graybiel, 1999b; Kordower et al., 2013). Chez la souris, 
les neurones n'exprimant pas ou peu de calbindin-D28K se retrouvent dans la SNc (SNcd et 
SNcv), alors que les neurones de la VTA expriment cette même protéine (Fu, Yuan, & Halliday, 
2012). 
 
  En conclusion, la compréhension de la neuroanatomie des groupes de neurones 
dopaminergiques mésencéphaliques évolue grandement, et l'émergence de nouvelles méthodes 
expérimentales (tracages viraux rétrogrades, optogénétique, CLARITY, retro-TRAP,  
cartographie TRIO (Lerner et al., 2015; Vogt Weisenhorn et al., 2016))  a mené au raffinement 
de la cartographie du connectome de ces neurones. Par ailleurs, en plus des divisions 
neuroanatomiques classiques, la typologie cellulaire basée sur le protéome ou le patron 
d'expression de certaines protéines est devenue une méthode de classification essentielle à 
considérer dans l'étude des populations neuronales et de leurs interconnexions. À la lumière de 
ces précisions, il apparaît important d'établir une méthode de délimitation systématique des 
structures dans lesquelles seront effectuées des comptes stéréologiques et des analyses de signal, 
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qui tienne compte de la difficulté à départager les différents groupes neuronaux 
dopaminergiques du mésencéphale. La méthode que nous avons utilisée dans le présent projet 
s'est avérée pertinente pour détecter les changements essentiels à la validation de l'utilité du 
modèle proposé, en mettant en évidence la compensation par accroissement de l'arborisation des 
neurones DA mésencéphaliques, et en ne considérant que les voies d'innervation les plus 
importantes. Toutefois, une fois le modèle établi, il sera essentiel de reconsidérer la SNc, la 
VTA, et le striatum selon des critères neuroanatomiques et neurochimiques plus précis, afin de 
statuer sur l'origine exacte des phénomènes compensatoires observés.  
 
Améliorations possibles au modèle actuel  
 
Utilisation de la souche DAT-IRES/Cre 
  
 Les expériences prévues pour la suite du projet utiliseront des animaux hétérozygotes 
issus d'une nouvelle souche, la souche DAT-IRES/Cre (Jackson Laboratory, Stock 006660), 
chez laquelle la présence du gène Cre n'altère pas ou peu la fonction de l'allèle DAT qui lui est 
associé, résultant en un animal muté qui se rapproche de l'animal sauvage en ce qui a trait aux 
niveaux de DAT exprimés. Chez cette nouvelle souche, comparativement à l'animal sauvage, 
une diminution de la quantité de DAT de l'ordre de 17% (non significative) chez l'animal 
hétérozygote et une diminution de l'ordre de 47% chez l'animal homozygote ont tout de même 
été rapportées (Backman et al., 2006), malgré un patron d'expression et d'intensité 
d'immunofluorescence anti-DAT ne différant pas entre l'animal WT et l'animal muté (Backman 
et al., 2006). Enfin, une procédure de reproduction ne produisant que des animaux hétérozygotes 
deviendra possible par l'utilisation d'un parent homozygote muté, ce qui n'était pas possible chez 
la souris utilisée ici. Cela devrait diminuer la variabilité de la lésion à la 6-OHDA, puisque les 
niveaux de DAT seront les mêmes pour tous les animaux, et permettra l'injection d'AAV2-EYFP 




Évaluation à des temps post-lésionnels plus courts 
 
Tel que mentionné plus tôt, la compensation neuronale dopaminergique observée dans 
le striatum semble avoir lieu à un temps précoce, puisque seulement 10 jours après l'injection 
de 6-OHDA, la perte de signal TH dans le striatum était moindre que ce qu'attendu pour la perte 
neuronale correspondante. Il serait donc pertinent d'évaluer la perte neuronale dans la SNc ainsi 
que la perte de signal TH dans le dSTR lorsqu'elle est maximale, ce qui survient probablement 
très tôt suivant la lésion. En outre, comme la période postnatale est une période de maturation 
neuronale intense (Filbin, 2006), il ne serait pas étonnant qu'une bonne partie de la réinnervation 
compensatoire, lorsqu'elle a lieu, puisse apparaître très peu de temps après l'injection de la 
toxine. L'évaluation histologique à 5, 3, voire 1 jour post-lésion serait une stratégie utile pour 
détecter la présence d'une perte maximale de la TH striatale, et de savoir si elle est d'amplitude 
comparable à la perte neuronale dopaminergique dans le mésencéphale. Il est aussi possible que 
la perte de neurones DA et la croissance compensatoire aient lieu simultanément sur une période 
de quelques jours suivant la lésion, si bien qu'une perte maximale des terminaisons TH+ dans le 
striatum ne soit jamais quantifiable. 
 
Détail des phénomènes compensatoires au niveau striatal  
 
Les résultats obtenus au terme de ce projet ont confirmé la présence d'une forte activité 
compensatoire chez les neurones dopaminergiques mésencéphaliques survivants à une lésion 
partielle précoce. Toutefois, la nature exacte des changements neuronaux à l'origine de 
l'augmentation du volume de l'arborisation axonale dopaminergique reste à préciser. À titre 
d'exemple, les résultats obtenus chez le rat montrent que le nombre d'embranchements par 
arborisation des neurones de la SNc était augmenté d'un ordre de magnitude suivant une lésion 
de 50%-55% des neurones DA de la SNc, et que le nombre de varicosités par neurone 
augmentait aussi d'environ 820% (Stanic et al., 2003). Afin d'obtenir des estimations sur le 
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nombre absolu de terminaisons par neurone, des comptes stéréologiques sur le striatum seraient 
la méthode idéale et permettraient de valider, au moyen d'une autre modalité expérimentale, les 
résultats obtenus en immunofluorescence. Un immunomarquage DAB contre le DAT 
permettrait d'effectuer de tels comptes et de préciser à quel point l'augmentation du nombre de 
terminaisons des neurones TH+ survivants est à l'origine de l'augmentation de signal TH+ 
observée en immunofluorescence dans le striatum post-lésionnel (Parish et al., 2001). Par 
ailleurs, l'utilisation d'un objectif à grossissement 60X en microscopie confocale et le comptage 
manuel ou automatisé du nombre de terminaisons TH+ dans un échantillonnage permettrait de 
déterminer si la densité de terminaisons dopaminergiques augmente dans le striatum post-lésion, 
mais effectuerait un échantillonnage réduit de tout le striatum. Pour ce qui est du nombre 
d'embranchements par neurone ou de la longueur axonale totale d'un neurone, la microscopie 
confocale et la stéréologie ne seraient pas appropriées: l'estimation de ce paramètre sera abordée 
plus loin.  
  
La quantification de la surface de signal TH+ et l'estimation subséquente du volume 
d'arborisation axonale dopaminergique moyen est une façon directe d'évaluer de façon 
quantitative l'augmentation en taille de l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques, 
mais peut être biaisée par l'augmentation de l'expression de la TH à l'intérieur d'un même 
neurone, tel que discuté plus haut. Un immunomarquage contre GAP-43, 2G13 ou DCX, 
marqueurs neuronaux associés aux cônes de croissance et régulés en fonction du stade de 
développement du système nerveux, pourrait permettre d'évaluer au moyen d'une autre 
technique la présence de réinnervation compensatoire (Allegra Mascaro et al., 2013; Gleeson, 
Peter T, Flanagan, & Walsh, 1999; Stettler, Bush, Kasper, Schlosshauer, & Gordon-Weeks, 
1999). Un immunomarquage contre les récepteurs -opioïdes (MOR), qui permettrait de 
délimiter les compartiments striosomal et matriciel (Matsuda et al., 2009), pourrait être fait sur 
ces mêmes coupes, et l'analyse subséquentes des images obtenues en microscopie confocale 
évaluerait si la croissance compensatoire s'effectue de façon préférentielle dans un 
compartiment ou dans l'autre. 
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Détail des phénomènes compensatoires au niveau mésencéphalique 
 
 Pour ce qui est de l'évaluation du nombre d'embranchements par neurone et de la 
longueur axonale totale d'un neurone, la méthode idéale serait la reconstruction de neurones 
uniques marqués par des injections de dextrane-biotine, tel que l'on fait Prensa et al. et Matsuda 
et al. (Matsuda et al., 2009; Prensa & Parent, 2001). L'utilisation d'un logiciel de traçage 
(Camera Lucida) permettrait de quantifier de façon absolue ces deux paramètres chez des 
neurones uniques, plutôt que de dériver des conclusions à partir de valeurs moyennes pour une 
structure regroupant des milliers de neurones considérés dans leur ensemble. Bien que de telles 
reconstructions nécessitent des ressources importantes, l'obtention de ces valeurs des côtés 
ipsilésionnel et contralésionnel de quelques animaux permettrait de valider dans une autre 
modalité la présence d'une augmentation en taille de l'arborisation axonale des neurones 
dopaminergiques de la SNc. Un avantage majeur de cette méthode est qu'il serait ensuite 
possible de comparer ces valeurs à celles obtenues par les auteurs mentionnés ci-haut, mais aussi 
aux valeurs utilisées par Bolam et al. pour estimer l'importance demandes métaboliques 
neuronales (Pissadaki & Bolam, 2013). En effet, le degré d'embranchements et la longueur 
axonale totale sont deux variables clés dans les équations proposées pour estimer ce paramètre.  
 
 Une autre façon d'étudier de façon plus précise les phénomènes compensatoires en 
fonction des différents sous-groupes de neurones mésencéphaliques serait d'utiliser l'hybridation 
in situ pour mettre en évidence la présence et l'emplacement de différents gènes d'intérêt. Par 
ailleurs, la technique de qPCR (quantified polymerase chain reaction) pourrait permettre de 
mesurer la quantité d'ARNm de différentes protéines sur des microdissections 
mésencéphaliques. À titre d'exemple, l'ARNm de la GAP-43 (growth associated protein), une 
protéine impliquée dans le bourgeonnement axonal, pourrait être quantifié dans des blocs de 
tissu de la VTA et de la SNc suite à la lésion, ce qui permettrait une autre mesure du degré de 
réponse compensatoire des neurones DA du mésencéphale (Song et al., 2000). Une modification 
potentiellement intéressante qui pourrait être apportée au protocole actuel serait d'effectuer la 
congélation rapide des cerveaux suite à leur extraction sans fixation, d'effectuer les coupes 
sériées au cryostat, de fixer a posteriori dans la PFA les séries utilisées pour les comptes 
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stéréologiques, et de transférer une série de tranches congelées dans du Trizol, tranches qui 
seraient ensuite micropoinconnées dans la SNc et la VTA pour quantifier les niveaux respectifs 
d'ARNm par qPCR. Ce procédé permettrait d'obtenir une estimation stéréologique du nombre 
de neurones ainsi qu'une quantification d'ARNm dans les structures mésencéphaliques 
dopaminergiques chez un même animal.  
 
Enfin, des résultats obtenus chez la souris adulte ont montré qu'il était possible d'induire 
une croissance axonale à travers les projections nigrostriées du MFB suivant une lésion à la 6-
OHDA, en transfectant les neurones de la SNc avec un adénovirus encodant les formes 
constitutionnellement actives de la kinase Akt et de la GTPase Rheb (Kim et al., 2011). Les 
auteurs de ces travaux ont conclu que les nouveaux axones effectuaient une réinnervation 
fonctionnelle au sein du circuit dopaminergique, mais ont remarqué des patrons d'innervation 
dopaminergique anormaux dans le GP et le striatum de ces animaux, mentionnant notamment 
un plexus d'axones TH+ dans le GP médian, des neurites aberrants dans la SNr, le STR médial 
et le NAc. Xavier et al. avaient aussi mis en évidence la présence d'une néoinnervation 
dopaminergique dans la SNr sous forme de varicosités de type axonal, en utilisant un modèle 
de lésion néonatale par injection intracisternale de 6-OHDA chez le rat (Xavier, Doucet, 
Geffard, & Descarries, 1994). Dans le cadre du projet actuel, il est intéressant de constater que 
des neurites TH+ étaient effectivement visibles dans la SNr de certains animaux, mais ce 
phénomène n'a pas été évalué plus avant. Des acquisitions systématiques de quelques champs 
sur les tranches immunomarquées à la DAB contre la TH et utilisées lors des comptes 
stéréologiques pourraient permettre de déterminer si de tels neurites sont plus abondants du côté 
ipsilésionnel, et donc induits par la lésion précoce à la 6-OHDA, s'ils sont aussi retrouvés dans 
le GP, et si leur quantité est modulée par l'importance de la perte neuronale.  
 
Améliorations à la technique stéréologique 
 
En ce qui concerne les comptes stéréologiques, plusieurs modifications méthodologiques 
pourraient être effectuées en fonction des objectifs recherchés. Par exemple, il serait pertinent 
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de délimiter les zones de comptage du mésencéphale de façon plus détaillée que ne le permettrait 
les atlas neuroanatomiques classiques, en utilisant toutes les séries d'un cerveau coupé en 
tranches de 40m et immunomarquées contre la TH pour créer un atlas de référence (environ 
36 coupes) qui serait utilisé pour tous les comptes stéréologiques subséquents afin de tracer les 
frontières structurelles selon le même référentiel. À notre connaissance, les atlas disponibles 
n'offrent pas un tel degré de précision, et la création d'une telle référence permetterait la 
délimitation des structures pour chaque niveau d'épaisseur dans l'axe antéropostérieur sur 
coupes coronales de cerveau de souris C57/Bl6. Les articles utilisés pour délimiter les structures 
avec plus de précision ne représentaient les délimitations que sur un nombre limité de tranches 
dans l'axe antéropostérieur, et le traçage sur des coupes intermédiaires reposait sur des frontières 
approximées. L'utilisation d'une référence précise permettrait d'améliorer l'uniformité des 
traçages des aires de comptage, et de séparer clairement les sous-sections de la SNc (SNcv, 
SNcd, SNcl) et de la VTA (PBP). De plus, ce procédé pourrait être répété pour un deuxième 
cerveau immunomarqué contre une autre protéine, la calbindin-D28K par exemple, pour 
permettre la cartographie et le comptage stéréologique subséquent des neurones en fonction 
d'autres critères de classification cellulaire. 
 
Par ailleurs, dans les cas où les comptes stéréologiques ipsilésionnels seraient utilisés 
pour des analyses rapportées au nombre de ces neurones, il serait pertinent d'ajuster les 
paramètres de comptage en fonction de la structure comptant le nombre le plus bas d'objets pour 
tout le groupe d'animaux, afin d'obtenir des coefficients de Gundersen qui soient 
systématiquement inférieurs à 0,1 tant du côté contralésionnel que du côté ipsilésionnel. Bien 
qu'exigeant un temps de comptage considérablement plus long et n'étant pas nécessaire pour 
l'estimation simple d'un ratio de populations, ce changement serait pertinent pour obtenir une 





Précision des relations entre la taille de la lésion et les phénomènes 
compensatoires 
 
 Comme cela avait été évoqué dans la section Résultats, les résultats obtenus quant aux 
courbes exprimant la relation entre l'importance de la lésion et l'augmentation en taille de 
l'arborisation axonale devraient être validées auprès d'un plus grand nombre d'animaux afin de 
pouvoir tirer des conclusions significatives. En effet, la validation d'une telle relation permettrait 
de déterminer s'il existe effectivement un plateau de capacité de compensation des neurones de 
la SNc, et à quel pourcentage de lésion ce plateau semble survenir. En ce sens, la transfection 
d'un plus faible nombre de neurones dans la SNc lésée ou la VTA ipsilésionnelle, ainsi que 
l'augmentation de la précision des comptes stéréologiques ipsilésionnels, pourraient permettre 
d'augmenter la justesse des estimations de volume et de pourcentage de survie des neurones DA. 
 
 D'autres relations pourraient être établies entre l'importance de la lésion et la différence 
de quantité de terminaisons DAT+ dans le striatum, estimée par stéréologie, comme l'ont fait 
Finkelstein et al., (Finkelstein et al., 2000), afin de détecter la présence d'un plateau dans cet 
aspect des changements compensatoires post-lésionnels chez les neurones DA 
ventromésencéphaliques. La détection de plateaux dans les réponses compensatoires est un 
aspect important du projet, car une lésion trop grande induirait une réponse maximale, mais ne 
serait pas nécessairement souhaitable dans le cadre du modèle. 
 
 Par ailleurs, même si les neurones DA de la SNc atteignent un plateau dans le volume 
total de leur arborisation axonale et qu'une part non-négligeable de la réinnervation origine de 
la VTA, il sera possible d'aller de l'avant avec la seconde partie des expériences (lésion au MPTP 
chez l'animal adulte ayant reçu une injection néonatale unilatérale de 6-OHDA), et d'étudier 
l'augmentation de la vulnérabilité à la fois chez les neurones DA de la SNc et de la VTA. En 
effet, suite au protocole de lésion au MPTP, un ratio de mort cellulaire plus élevé du côté ayant 
préalablement reçu la lésion de 6-OHDA serait en faveur d'une vulnérabilité augmentée des 
neurones ayant effectué une croissance compensatoire. Il serait tout aussi interessant d'évaluer 
si les neurones de la VTA, de la même manière que ceux de la SNc, seront plus vulnérables au 
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MPTP après avoir compensé, car ce résultat suggérerait que les phénomènes compensatoires 





 Les principaux résultats obtenus au cours du présent projet indiquent qu'une 
compensation neuronale est rapidement mise en place pour compenser la perte de neurones 
dopaminergiques de la SNc chez la très jeune souris. Après avoir optimisé le protocole chez la 
souche de souris DAT-IRES/Cre, les premiers animaux des groupes subissant la double lésion 
6-OHDA/MPTP pourront être générés pour évaluer la modification de la vulnérabilité des 
neurones ayant compensé la lésion néonatale, et ainsi tester l'hypothèse confirmée in vitro 
(Pacelli et al., 2015) selon laquelle une arborisation axonale plus grande est un facteur de 
précarité dans les populations neuronales dopaminergiques du mésencéphale. Ces expériences 
à venir pourront être complémentées par celles évoquées plus haut. Pour conclure, nous 
présenterons quelques avenues intéressantes pour les expériences pouvant éventuellement 
découler de notre modèle, lorsqu'il sera développé.  
 
Comparaison à d'autres populations neuronales 
 
 Il serait intéressant d'évaluer le lien entre la taille et la complexité de l'arborisation 
axonale et la vulnérabilité cellulaire chez d'autres populations neuronales atteintes dans la 
maladie de Parkinson, telles que les neurones du noyau moteur du vague, du raphé ou du LC, et 
de déterminer si la compensation suite à une perte partielle de ces populations de neurones 
résulte en une vulnérabilité plus grande. De même, il serait possible d'étudier les mécanismes 
compensatoires et la vulnérabilité post-compensation de sous-groupes de neurones 
dopaminergiques envoyant des prolongements axonaux en dehors du striatum, comme par 
exemple les neurones de la SNcl, qui projettent vers l'amygdale, ou de la VTA médiale, qui 
projettent au niveau du tubercule olfactif (Ikemoto, 2007; Vogt Weisenhorn et al., 2016) 
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(Annexe 5). Il serait relativement simple de compter les neurones DA de ces structures de facon 
séparée, et d'évaluer sur les tranches coronales l'atteinte des structures qu'elles innervent 
(amygdale, tubercule olfactif) et les phénomènes compensatoires qui y prennent place.  
 
Rôle du co-phénotype glutamatergique dans la réponse 
compensatoire   
 
L'hypothèse que le glutamate agit à titre de cotransmetteur chez les neurones 
dopaminergiques est étudiée depuis plusieurs années, suite à l'observation sur des neurones DA 
ex vivo et in vitro d'une colocalisation de l'immunomarquage pour la TH et pour le glutamate 
(Sulzer et al., 1998). Des résultats obtenus sur neurones en culture dans notre laboratoire ont 
suggéré que l'augmentation de la relâche de DA induite par le GDNF (facteur neurotrophe dérivé 
de la glie) résultait d'une augmentation du nombre de terminaux DA fonctionnels en plus d'une 
augmentation de la quantité relâchée par terminal, et était associée à une augmentation des 
terminaisons immunomarquées pour la synapsine-1 (SYN1, protéine associée à la membrane 
des vésicules synaptiques), dont la fonctionnalité a été confirmée par des enregistrements 
électrophysiologiques sur autapses de neurones dopaminergiques (Bourque & Trudeau, 2000).  
 
D'autres travaux plus récents ont mis en évidence l'expression précoce du gène encodant 
VGLUT2 (Vglut2) dans les neurones DA mésencéphaliques, et ont soulevé l'hypothèse que le 
co-phénotype glutamatergique ait un rôle important durant le développement de ces neurones 
(El Mestikawy et al., 2011; Fortin et al., 2012). De façon intéressante, chez le rat adulte, 
l'immunoréactivité VGLUT2 disparait des terminaux TH+ dans le striatum, alors qu'elle était 
présente chez le rat immature (Bérubé-Carrière et al., 2009; Dal Bo et al., 2008). Dans les 
modèles toxiques utilisant la 6-OHDA en injection bilatérale intracisternale, il semblerait que 
l'expression de Vglut2 soit induite chez les neurones DA survivants, suggérant un rôle pro-survie 
du co-phénotype glutamatergique (Dal Bo et al., 2008). De plus, Fortin et al. ont démontré qu'il 
y avait un nombre réduit de neurones DA dans la SNc et la VTA des souris présentant une 
délétion sélective de Vglut2 dans les neurones DA, évoquant la possibilité d'une mort neuronale 
dopaminergique accrue chez ces souris (Fortin et al., 2012). En parallèle, des travaux visant à 
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mieux caractériser l'arborisation axonale dopaminergique ont clairement démontré qu'il existait 
une ségrégation entre terminaisons asynaptiques et synaptiques, les premières étant associées à 
la transmission dopaminergique et les secondes à la transmission glutamatergique (Bérubé-
Carrière et al., 2012; L.-E. Trudeau & Gutiérrez, 2007).  
 
À la lumière de ces résultats, il serait intéressant d'aborder le phénomène de co-
transmission glutamatergique dans le contexte du modèle présenté ici. En effet, les travaux 
présentés ci-haut utilisaient des lésions néonatales intracisternales de 6-OHDA conduisant à une 
perte bilatérale d'une proportion très élevée des neurones DA de la SNc. Puisqu'il y avait une 
quasi-absence de terminaux DA dans le dSTR suite à la lésion, Bérubé-Carrière et al. n'ont 
analysé la colocalisation des terminaisons dans le STRd que chez l'animal non-lésé. Il serait 
pertinent d'étudier si les neurones DA de la SNc survivants à une lésion partielle ont aussi la 
capacité d'exprimer l'ARNm de Vglut2, et si VGLUT2 se retrouve dans les terminaisons de ces 
neurones au niveau du dSTR. De plus, le modèle de knock-out conditionnel de Vglut2 chez 
l'animal lésé pourrait être utilisé pour déterminer le rôle de ce gène dans la réponse 
compensatoire des neurones de la SNc suite à une lésion partielle. Le statut de neurotransmission 
multiplexée dopamine-glutamate, s'il est induit par une lésion chez ces neurones, profère-t-il 
une capacité de réinnervation accrue? Si tel est le cas, sa répression permet-elle une 
augmentation de la survie au protocole MPTP chez les neurones de la SNc d'un animal adulte 
ayant subi une lésion nigrale partielle précoce à la 6-OHDA?  Enfin, ce questionnement pourrait 
éventuellement être étendu aux autres populations de neurones monoaminergiques qui 
présentent aussi une cotransmission au glutamate, telles que le LC ou le raphé (Sulzer et al., 
1998).  
 
Hypothèse autoimmune de la pathogénèse de la maladie de 
Parkinson 
 
Des travaux récents ont mis en évidence le rôle de PINK1 et de Parkin, deux protéines 
déjà reconnues comme étant impliquées dans la pathophysiologie de certaines formes 
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monogéniques de la maladie de Parkinson (Hernandez et al., 2016), en tant que suppresseurs de 
la présentation d'antigènes mitochondriaux (Matheoud et al., 2016). En effet, Matheoud et al. 
ont démontré que PINK1 et Parkin, en plus d'être impliquées dans la mitophagie, sont des 
protéines essentielles au transport vers l'endosome des vésicules dérivées des mitochondries 
(MDV, mitochondria-derived vesicles), structures dont la formation est induite par la présence 
de ROS. Selon leurs travaux, l'absence de mécanismes de dégradation des MDV mène à la 
présentation d'antigène mitochondrial et à l'induction d'une réponse autoimmune via les MHC-
I (complexes d'histocompatibilité majeure de type I) (Matheoud et al., 2016). Ces observations 
offrent une explication alternative du rôle des gènes de PINK1 et de Parkin dans la maladie de 
Parkinson, puisque la littérature existante, selon laquelle leur fonction réside essentiellement 
dans l'identification et la destruction par autophagie des mitochondries dysfonctionnelles 
(Pickrell & Youle, 2015), explique la mort cellulaire dopaminergique rencontrée dans les formes 
monogéniques Parkin et PINK1 de la maladie de Parkinson par une accumulation de ces 
organnelles dysfonctionnelles résultant en un métabolisme énergétique progressivement plus 
déficient. Par ailleurs, Matheoud et al. soulèvent que d'autres stresseurs, tels que le choc 
thermique ou l'injection de LPS (lipopolysaccharides) semblent mimer un phénotype de perte 
de fonction de Parkin et induire une activation autoimmunitaire (Matheoud et al., 2016; Tran et 
al., 2011). Est-il possible qu'une augmentation trop élevée de la demande métabolique, induite 
par une croissance compensatoire de l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques, 
déclenche la présentation d'antigènes mitochondriaux par ceux-ci? La présentation antigénique 
mitochondriale augmenterait-elle à distance suivant une lésion, une fois l'arborisation des 
neurones devenue trop grande au cours du vieillissement de l'animal et, par extension, chez 
l'humain d'âge avancé? Il est envisageable que la capacité de clairance des MDV soit 
éventuellement saturée dans un neurone chez lequel le métabolisme énergétique et la machinerie 
mitochondriale sont employés à pleine capacité pour des périodes de temps prolongées, et 
induise ainsi une réponse autoimmune menant à la destruction de ces cellules. Si les prochaines 
étapes du présent projet mettent en évidence une vulnérabilité augmentée des neurones DA à 
plus grande arborisation axonale au MPTP, suggérant une fonction mitochondriale plus précaire, 
il serait très intéressant de tenter de détecter une augmentation de la production des MDV ou 
une activation de la réponse autoimmune, comme l'ont fait Matheoud et al. pour le traitement 
au choc thermique, et de déterminer si, au cours du simple vieillissement des neurones à plus 
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grande arborisation axonale suite à l'injection néonatale de 6-OHDA, une réponse similaire est 
observée.  
 
Transition à d'autres espèces modélisant la maladie de Parkinson 
 
 L'utilisation de la souris pour développer ce modèle offre de nombreux avantages quant 
à la flexibilité expérimentale, au nombre de sujets expérimentaux disponibles, et à la rapidité de 
maturation de l'espèce. Selon les données obtenues jusqu'ici, il semble que les neurones DA de 
la SNc chez la souris aient la capacité d'augmenter considérablement la taille de leur arborisation 
axonale. Toutefois, les résultats des immunomarquages contre l'EYFP chez les animaux injectés 
avec l'AAV2-EYFP dans la SNc semblent montrer que cette capacité tend à atteindre un plateau 
au-delà d'un certain seuil de lésion. Ces résultats concordent avec des observations similaires 
obtenues dans d'autres protocoles lésionnels, selon lesquelles la croissance compensatoire 
dopaminergique est régulée par des mécanismes qui en limitent l'étendue (Parish et al., 2001). 
Pour cette raison, il est possible que le seuil critique de taille et de complexité d'arborisation 
axonale, nécessaire à la mise en évidence d'une insuffisance mitochondriale au maintien du 
métabolisme neuronal, ne puisse être atteint chez cette espèce. Chez l'humain, le volume striatal 
innervé par chaque neurone DA mésencéphalique est environ dix fois plus grand que chez le rat 
(Pissadaki & Bolam, 2013), et il est raisonnable de présumer que cette différence soit encore 
plus importante chez la souris. Par conséquent, il demeure possible qu'un phénomène 
neurodégénératif dû exclusivement à l'effet de cascade compensation-vulnérabilité ne soit 
observable que chez une espèce présentant un très grand volume striatal innervé par neurone 




 Si la taille de l'arborisation axonale contribue effectivement, comme nous le croyons, à 
la pathophysiologie de la maladie de Parkinson, il pourrait s'agir d'une cible clé pour des 
thérapies permettant de pallier à la progression de la maladie. Comme nous l'avons mentionné 
précédemment, les symptômes moteurs de la maladie ne commencent à apparaître qu'une fois 
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70% à 80% des neurones DA de la SNc perdus. En développant des thérapies permettant de 
freiner la croissance compensatoire, les patients chez qui la maladie a été dépistée de façon 
précoce pourraient bénéficier d'un ralentissement de la neurodégénérescence, alors que les 
symptômes moteurs, s'ils sont présents, pourraient être traités pharmacologiquement.  
 
 Certains auteurs suggèrent par ailleurs que le bourgeonnement axonal dopaminergique, 
qu'il soit induit pharmacologiquement ou qu'il ait lieu des suites d'une lésion, résulte en une 
altération pathologique du système dopaminergique. La relâche de DA s'effectuerait alors de 
façon anormale et à l'intérieur de régions inhabituellement étendues, conséquence d'une 
arborisation plus extensive des axones dopaminergiques individuels, mais aussi de la diminution 
de la clairance synaptique de DA et de l'altération à la baisse de la fonction du DAT (Stanic et 
al., 2004). En accord avec les hypothèses de Stanic et al., Arkadir et al. suggèrent que la 
modification erratique des connections résulte probablement en une perte d'information et de 
précision de l'encodage populationnel (Arkadir, Bergman, & Fahn, 2014).  La croissance 
compensatoire serait donc à la fois un élément bénéfique, maintenant un taux suffisant de DA 
dans le striatum et amortissant la perte des premiers neurones dopaminergiques 
mésencéphaliques, mais aussi un élément contribuant aux symptômes de la maladie. Comme 
l'ont suggéré d'autres auteurs, cette croissance compensatoire pourrait de surcroît augmenter le 
fardeau métabolique des neurones survivants et accélérer la neurodégénérescence (Arkadir et 
al., 2014; Bolam & Pissadaki, 2012; Pacelli et al., 2015; M Parent & Parent, 2006). Une fois 
développé, le modèle proposé pourrait permettre l'essai de traitements tentant d'abolir cette 
réponse. De tels traitements pourraient bénéficier aux patients tôt dans le décours de la maladie, 
en contribuant à prévenir la neurodégénérescence, et pourraient viser la stabilisation de la 
maladie chez les patients plus fortement atteints, en association avec d'autres traitements 
pharmacologiques permettant d'alléger la symptomatologie.  
 
 Enfin, le traitement précoce à la L-DOPA, qui semble permettre la relâche d'une plus 
grande quantité de DA chez les neurones survivants, pourrait lorsque administrée de façon 
précoce diminuer la pression de croissance compensatoire (Arkadir et al., 2014), bien que 
certaines études semblent démontrer le contraire. Une étude s'est penchée sur l'effet d'un tel 
traitement sur la progression de la maladie, avec des résultats mitigés: alors que selon les 
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données cliniques, le traitement semblait ralentir la progression de la maladie ou avoir un effet 
prolongé sur les symptômes, les données de neuroimagerie semblaient indiquer soit une 
accélération de la perte de terminaisons nigrostriées dopaminergiques, soit une régulation à la 
baisse des niveaux de DAT par le traitement à la L-DOPA (Fahn et al., 2004). Le traitement à 
la L-DOPA dans le modèle expérimental actuel constitue donc une autre voie qui serait à 







  Nous avons présenté une technique permettant une élimination partielle et spécifique 
des neurones dopaminergiques de la SNc chez la souris de 5 jours de vie, dans le cadre d’un 
modèle d’accroissement compensatoire de l’arborisation axonale de ces neurones. Le nouveau 
modèle a pour but de déterminer si la taille de l'arborisation axonale est bien un facteur de 
vulnérabilité des neurones dopaminergiques dans la maladie de Parkinson, comme le suggèrent 
les données obtenues en culture par notre laboratoire (Pacelli et al., 2015), en soumettant les 
neurones présentant une augmentation compensatoire de la taille de leur arborisation axonale à 
un protocole de lésion au MPTP, administré chez les animaux devenus adultes.  
 
 La lésion néonatale partielle a été réalisée par injection stéréotaxique de 6-OHDA, et 
quantifiée par des comptes stéréologiques sur des tranches mésencéphaliques coronales 
immunomarquées à la DAB contre la TH. Le volume d'arborisation axonale dopaminergique a 
été estimé au moyen d'un échantillonnage du striatum par imagerie en microscopie confocale à 
balayage laser, sur des tranches coronales immunomarquées contre la TH. Des injections virales 
d'AAV2-EYFP dans la VTA ou la SNc d'animaux lésés ont par ailleurs été effectuées par 
chirurgie stéréotaxique, et ont permis des comptes stéréologiques sur des tranches 
mésencéphaliques coronales immunomarquées à la DAB contre l'EYFP. L'estimation du 
volume d'arborisation axonale dopaminergique transfectée a été effectuée au moyen d'un 
échantillonnage du striatum par imagerie en microscopie confocale à balayage laser, sur des 
tranches coronales immunomarquées contre l'EYFP. 
 
 Les résultats des lésions obtenues chez les animaux WT et DAT-Cre+/- suite à l'injection 
unilatérale de 0,5l de 6-OHDA à concentration de 0,25g/l sont les suivants. Pour les 
animaux WT à 15 jours de vie, le taux de survie moyen des neurones de la SNc était de 48,0% 
et celui des neurones de la VTA, de 84,3%, alors que pour les animaux WT à 90 jours de vie, le 
taux de survie moyen était plutôt de 55,0% dans la SNc, alors que la VTA n'a pas subi de perte 
significative de neurones DA. Pour les animaux DAT-Cre+/- à 15 jours de vie, le taux de survie 
moyen des neurones de la SNc était de 59,7% alors que la VTA n'a pas subi de perte significative 
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de neurones DA, et pour les animaux DAT-Cre+/- à 90 jours de vie, le taux de survie moyen était 
plutôt de 55,7% dans la SNc et celui des neurones de la VTA, de 85,6%. Nous en concluons 
donc que le génotype DAT-Cre joue probablement un rôle important dans la vulnérabilité des 
neurones DA à la 6-OHDA, mais qu'un plus grand nombre d'animaux serait nécessaire afin de 
statuer sur l'ampleur exacte de cette différence. Par ailleurs, la cible lésionnelle de 50% semble 
avoir été atteinte dans la SNc, au prix d'une atteinte de la VTA dans certains groupes 
expérimentaux, d'ampleur toutefois faible. Une modification des coordonnées d'injection plus 
ventrolatérale pourrait permettre d'éviter cette atteinte au niveau de la VTA. 
 
 Par ailleurs, les résultats obtenus quant à l'estimation du volume moyen de l'arborisation 
axonale des neurones dopaminergiques de la SNc et la VTA tendent à indiquer qu'une croissance 
compensatoire des neurones survivants a lieu dans le striatum suite à la lésion, et ce à un temps 
très précoce. En effet, la perte de signal TH+ dans le dSTR n'était pas aussi importante 
qu'attendu à 10 jours post-lésion, et était très diminuée, voire indétectable, 85 jours post-lésion. 
Les résultats obtenus en analysant le signal TH dans le striatum et en le rapportant au nombre 
estimé de neurones DA dans le mésencéphale montrent que chez l'animal P15, le volume moyen 
de l'arborisation axonale des neurones DA de la SNc ipsilésionnelle correspondait à 165,3% et 
139,3% de la SNc contralésionnelle, pour les animaux WT et DAT-Cre+/- respectivement. Pour 
les neurones DA de la VTA, cette valeur était de 143,9% pour les animaux WT, alors qu'une 
augmentation significative n'a pas été mise en évidence chez les animaux DAT-Cre+/-. Chez 
l'animal P90, le volume moyen de l'arborisation axonale des neurones DA de la SNc 
ipsilésionnelle correspondait à 159,4% de celui des neurones DA de la SNc contralésionnelle 
chez les animaux WT, et 168,7% chez les animaux DAT-Cre+/-. Pour les neurones DA de la 
VTA, cette valeur d'augmentation était de 114,6% chez le groupe P90 DAT-Cre+/-, alors 
qu'aucun changement significatif n'a été rencontré pour ces neurones chez le groupe P90 WT. 
De façon générale, on observe une relation directement proportionnelle entre l'importance de la 
lésion et l'importance de la croissance compensatoire pour les neurones de la SNc de tous les 
groupes considérés, en se basant sur les immunomarquages contre la TH, alors que pour les 
neurones de la VTA, cette relation est plus faible.  
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 Enfin, les résultats obtenus en se basant sur les immunomarquages contre l'EYFP chez 
les animaux ayant reçu des injections virales d'AAV2-EYFP semblent indiquer des tendances 
différentes, soit que l'augmentation du volume moyen de l'arborisation axonale des neurones 
DA de la SNc est de l'ordre de 300,3% dans les neurones de la SNc et de 138,3% dans la VTA 
en comparaison avec les structures contralésionnelles. De plus, l'importance de l'augmentation 
de ce volume en fonction de la taille de la lésion semble atteindre un plateau pour les neurones 
de la SNc, alors que les neurones de la VTA semblent avoir la capacité d'augmenter davantage 
le volume total de leur arborisation axonale dans le contexte d'une perte plus grande des 
neurones de la SNc. Toutefois, ces tendances ont été tirées de résultats obtenus chez un faible 
nombre d'animaux, et il serait pertinent d'utiliser des groupes expérimentaux plus grands, ayant 
reçu des injections virales de volume plus faible, afin de transfecter exclusivement les neurones 
DA de la SNc ou de la VTA. Les résultats obtenus permettent toutefois de s'avancer sur le fait 
que les neurones DA de la SNc augmentent de façon considérable le volume de leur arborisation 
axonale suivant une lésion partielle à la 6-OHDA de la SNc, mais aussi que les neurones DA de 
la VTA ont un rôle non-négligeable dans la réponse compensatoire de ce type de lésion. Un 
protocole de lésion au MPTP effectué chez l'animal adulte ayant subi une perte partielle 
unilatérale des neurones DA de la SNc permettra de mettre en évidence l'effet d'une telle 
compensation sur la vulnérabilité respective de ces deux populations neuronales.  
 
 Pour ce qui est des améliorations proposées au modèle présenté ici, nous proposons les 
changements suivants: d'abord, utiliser la souche de souris DAT-IRES/Cre pour simplifier la 
création des groupes expérimentaux et utiliser des animaux présentant des niveaux de DAT 
comparables à l'animal sauvage. Ensuite, évaluer la réponse compensatoire à des temps 
expérimentaux plus courts, soit de 1 à 5 jours post-lésion, afin de détecter l'effet maximal de la 
perte de terminaisons au niveau du striatum. De plus, l'utilisation d'autres techniques 
expérimentales (reconstructions de neurones uniques, quantification du nombre de terminaisons 
dopaminergiques dans le striatum, immunomarquages contre des marqueurs de croissance, 
quantification de l'ARNm par qPCR) permettrait de préciser la nature des phénomènes 
compensatoires post-lésionnels, tant au niveau striatal qu'au niveau mésencéphalique.  
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 Enfin, les expériences futures à réaliser incluent la mise à l'épreuve du modèle de 
vulnérabilité, en soumettant des animaux partiellement lésés à la 6-OHDA à l'âge néonatal à des 
protocoles d’exposition au MPTP ou à l’-synucléine à l'âge adulte. Si le modèle met en 
évidence un taux de perte de neurones DA qui est proportionnellement plus important du côté 
ayant reçu une lésion néonatale à la 6-OHDA, l'hypothèse d'une vulnérabilité accrue post-
compensation sera confirmée. Éventuellement, des mesures comportementales, telles que le 
déplacement rotatoire suite à l’administration d’agoniste dopaminergique ou l'utilisation 
préférentielle d'un membre, ainsi que des comptes neuronaux ex-vivo, permettront de mettre en 
évidence la présence d'une progression de la mort neuronale ainsi que de la symptomatologie, 
si elle existe, chez les animaux plus âgés dont les neurones dopaminergiques ont accru la taille 
de leur arborisation axonale. Il serait aussi intéressant d'examiner si ce phénomène pourrait être 
élicité chez d'autres populations neuronales DA ou d'autres populations de neurones à grande 
arborisation axonale, tels que les neurones du LC.  
  
 Pour conclure, le projet actuel devrait contribuer de deux façons à l’avancement des 
connaissances. Premièrement, à terme, il permettra de mettre en place un nouveau modèle 
animal de la maladie de Parkinson, mettant en lumière de nouveaux aspects de la vulnérabilité 
cellulaire spécifique aux neurones de la SN. Deuxièmement, les résultats de ce projet 
permettront de tester la validité d’une théorie proposée récemment, suggérant que la 
vulnérabilité des neurones de la SN soit expliquée par un bilan énergétique très précaire (Bolam 
& Pissadaki, 2012; Pacelli et al., 2015; M Parent & Parent, 2006), et dû, au moins en partie, au 
maintien d'une arborisation axonale imposante et complexe. Si cette théorie s'avère vraie, le 
modèle pourrait faciliter l’identification de nouvelles approches thérapeutiques chez l'humain, 
puisque les neurones dopaminergiques de la SN humaine ont une arborisation axonale décuplée 
en taille, et que ces neurones compensent probablement le déclin de leur population par une 
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Annexe 1. Spectres d'excitation et d'émission fluorescente des fluorophores utilisés  
 
Illustration des spectres d'excitation (absorption) et d'émission fluorescente pour les 
fluorophores utilisés dans le projet. Les courbes du fluorophore Alexa Fluor 488 sont pointées 
par une flèche verte et les courbes du fluorophore Alexa Fluor 546 sont pointées par une flèche 
rouge. Adapté de Molecular Probes Handbook (ThermoFisher, 2010). 
  
 II 
Annexe 2. Calcul du coefficient de Gundersen 
 
Les équations de calcul du coefficient d'erreur (CE) pour les mesures stéréologiques, telles que 
développées par Gundersen et al., (West, Slomianka, & Gundersen, 1991) et MBF Bioscience, 
sont présentées à titre de référence. 
 
Équation 2.1. Variance due à l'échantillonnage aléatoire systématique (Gundersen) :  
𝑉𝐴𝑅𝑆𝑅𝑆 =  
3(𝐴 − 𝑠2) − 4𝐵 + 𝐶
12
, 𝑚 = 0 
𝑉𝐴𝑅𝑆𝑅𝑆 =  
3(𝐴 − 𝑠2) − 4𝐵 + 𝐶
240















−  , 
(où 𝑄𝑖
− est le nombre d'objets comptés  
dans chaque champ i) 
      
Équation 2.2. Variance due au bruit (Gundersen) : 





(où  𝑄− est le nombre d'objets comptés) 
 
Équation 2,3. Variance totale (Gundersen):  
𝑉𝐴𝑅𝑇𝑂𝑇 = 𝑠
2 + 𝑉𝐴𝑅𝑆𝑅𝑆 
 
(où 𝑉𝐴𝑅𝑆𝑅𝑆 est la variance due à l'échantillonnage 
systématique et 𝑠2 est la variance due au bruit)





(où  𝑉𝐴𝑅𝑇𝑂𝑇 est la variance totale et 𝑠
2 est la 
variance due au bruit)
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Annexe 3. Coefficients de Gundersen pour les comptes stéréologiques des animaux P15 
 
 Groupe P15 – DAT-Cre+/-  
 
 CONTRALÉSIONNEL (CTRL)  IPSILÉSIONNEL (6-OHDA) 
  








4563 0,07 8875 0,05  2577 0,10 8436 0,05 
6454 0,06 10845 0,05  4474 0,07 9114 0,05 
7656 0,06 12404 0,04  5017 0,07 11860 0,04 
7280 0,06 8925 0,05  5157 0,07 10453 0,05 
6599 0,06 9361 0,05  1715 0,11 5943 0,06 
4827 0,07 6572 0,06  3390 0,09 7560 0,05 
4202 0,08 5657 0,07  4855 0,07 6053 0,06 
 
 Tableau reprenant les résultats des comptes stéréologiques présentés dans la section des 
résultats (le tableau à la prochaine page présente les mêmes résultats pour les animaux P90). 
Pour chaque résultat d'estimation du nombre de neurones (colonnes SNc G, VTA G, SNc D, VTA 
D), le coefficient d'erreur de Gundersen (m = 1) obtenu dans Stereo Investigator est indiqué à la 
droite (colonnes CE). Le coefficient m = 1 est approprié pour les estimations à l'intérieur de 
volumes sans changement abrupt de formes (Gundersen, Jensen, Kiêu, & Nielsen, 1999), ce qui 
est le cas pour les estimations à l'intérieur de la SNc et de la VTA en coupes coronales. Les 
coefficients d'erreur du côté contralésionnel (Comptes TH+) et les coefficients d'erreur des 
structures ciblées par la transfection virale d'AAV-EYFP (Comptes EYFP+), qui sont considérés 
pour valider la précision des comptes, sont indiqués par des encadrés en pointillé. Pour ces 
comptes, tous les CE étaient inférieurs ou égaux à 0,10 à l'exception des comptes EYFP+ des 
animaux 21, 22 et 29.  
 
 
 Groupe P15 - WT 
 
 
 CONTRALÉSIONNEL (CTRL)  IPSILÉSIONNEL (6-OHDA) 
  








8063 0,06 11425 0,05  3346 0,09 9887 0,05 
6539 0,06 9742 0,05  4072 0,07 8484 0,05 
5701 0,06 8806 0,05  3662 0,08 7368 0,05 
5691 0,06 8059 0,05  2348 0,10 6255 0,06 
6169 0,06 7757 0,05  3100 0,08 7360 0,06 
2133 0,10 3933 0,08  769 0,17 2820 0,09 
7137 0,06 7642 0,06  2353 0,10 5682 0,06 
 IV 
Annexe 3. Coefficients de Gundersen pour les comptes stéréologiques des animaux P90 
 Groupe P90 -  WT  
 
 CONTRALÉSIONNEL (CTRL)  IPSILÉSIONNEL (6-OHDA) 
  






7625 0,08 7968 0,08  3877 0,11 7681 0,08 
6077 0,10 6101 0,09  3562 0,13 7023 0,08 
7175 0,08 6396 0,09  2752 0,14 5945 0,10 
8315 0,08 7884 0,08  5154 0,10 8598 0,08 
4719 0,10 6417 0,09  2767 0,14 6870 0,09 
 
 Groupe P90 – DAT-Cre+/- (transfection d'AAV-EYFP dans la SNc)  
 
 CONTRALÉSIONNEL (CTRL)  IPSILÉSIONNEL (6-OHDA) 
  






7080 0,09 8503 0,08  5703 0,09 8748 0,08 
5053 0,10 5955 0,09  2997 0,14 5669 0,09 
5555 0,10 8584 0,08  2952 0,14 7528 0,08 
6279 0,09 6957 0,09  3885 0,11 6079 0,10 
8534 0,08 9008 0,08  4430 0,11 7843 0,08 
 
 CONTRALÉSIONNEL (CTRL)  IPSILÉSIONNEL (6-OHDA) 
  






7572 0,09 3386 0,13  6787 0,09 978 0,24 
4423 0,11 1507 0,19  2508 0,14 892 0,25 
4478 0,11 2759 0,14  1193 0,20 112 0,71 
5105 0,10 3214 0,13  546 0,31 95 0,71 
6401 0,09 5716 0,10  3005 0,14 473 0,32 
 
 Groupe P90 – DAT-Cre+/- (transfection d'AAV-EYFP dans la VTA) 
 
 
 CONTRALÉSIONNEL (CTRL)  IPSILÉSIONNEL (6-OHDA) 
  






7111 0,09 10309 0,07  3734 0,12 7979 0,08 
5946 0,09 7808 0,08  2794 0,13 6979 0,09 
6963 0,09 9144 0,08  3439 0,12 6649 0,09 
5588 0,10 7535 0,08  6555 0,09 7446 0,09 
5449 0,10 7023 0,09  2329 0,14 5293 0,10 
 
 CONTRALÉSIONNEL (CTRL)  IPSILÉSIONNEL (6-OHDA) 
  






2182 0,16 6081 0,10  0 1,00 1908 0,17 
1144 0,22 5893 0,09  1664 0,18 8360 0,08 
941 0,24 9854 0,08  56 1,00 6950 0,10 
1932 0,18 8041 0,09  987 0,25 8678 0,08 
0 1,00 5152 0,11  53 1,00 6315 0,10 
 V 
Annexe 4. Estimation du diamètre médian des branches axonales dopaminergiques dans le 
striatum du rat 
Figure tirée de l'article The energy cost of action potential propagation in dopamine neurons: 
clues to susceptibility in Parkinson's disease (Pissadaki & Bolam, 2013), illustrant la méthode 
utilisée pour estimer le diamètre axonal dopaminergique moyen dans le striatum du rat. La 
distribution de fréquence des diamètres d'axones immunomarqués pour la TH dans des 
micrographies électroniques du striatum (n = 161) est présentée en A. Un diagramme à 
moustache (B) illustre la même distribution, et présente le diamètre médian d'une fibre axonale 
dopaminergique dans le striatum du rat, qui est de 0,32m. Les marqueurs rouges représentent 
les données aberrantes non-inclues dans leur estimation de la valeur médiane. La valeur de 
0,32m sera utilisée dans l'analyse pour estimer le diamètre d'une fibre axonale dopaminergique, 
afin de comparer les données obtenues chez la souris dans le présent projet aux estimations 
effectuées chez le rat par Bolam et al. (Bolam & Pissadaki, 2012; Matsuda et al., 2009; Pissadaki 
& Bolam, 2013) 
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Figure tirée de (Vogt Weisenhorn et al., 2016). En résumé, les neurones DA de la VTA 
dorsomédiale projettent principalement au striatum ventromédial incluant le NAc, les champs 
limbiques corticaux et l'amygdale, les neurones de la VTA ventrale projettent au septum, et les 
neurones de la VTA dorsolatérale (souvent confondue avec la SNc dorsale chez la souris), 
projettent principalement au striatum central (associatif). Les neurones de la SNc murine 
projettent au dSTR (moteur), et correspondent chez le primate aux neurones de la SNcv 
seulement, et les neurones de la SNc pars lateralis (SNcpl) projettent à l'amygdale.  
